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総論の部 
 
緒 言 
 
肥満やインスリン抵抗性はメタボリックシンドロームを惹起し、糖尿病や血管疾患（心
筋梗塞、脳梗塞）の主要な原因となっており、肥満やインスリン抵抗性の予防法や治療法
の確立は糖尿病や血管疾患などの生活習慣病予防のためにきわめて重要である[1]。近年日
本では、生活様式の変化と食生活の欧米化により疾病構造が大きく変化し、悪性新生物、
心疾患、脳血管疾患などの生活習慣病が死亡順位の上位を占めている[2]。生活習慣病の中
で特に糖尿病罹患率の増加は著しく、平成 18 年国民健康・栄養調査の結果、糖尿病が強
く疑われる人は約820万人、糖尿病の可能性が否定できない人は約1050万人と推定され
ている。また、40～74 歳では男性の2人に1人、女性の5人に1人が、メタボリックシ
ンドロームが強く疑われる者、又は予備群と推定されている[3]。糖尿病は、合併症として、
網膜症や腎症、神経障害などの重篤な障害が知られており、動脈硬化や心筋梗塞などのリ
スクファクターでもある[4]。糖尿病は1型と2型に分類される。1型糖尿病は、膵β細胞
の破壊性病変に起因するインスリンの絶対的欠乏によって発症する[5]。一方2型糖尿病は、
遺伝要因に生活習慣要因などが加わりインスリン抵抗性が主な原因で発症し、糖尿病患者
の90～95%は2型糖尿病だと推定されている[6,1]。2型糖尿病の発症には、肝臓･筋肉･脂
肪組織などの複数の臓器が関与しているといわれ [6]、インスリン抵抗性に起因する糖･脂
質代謝異常により、血中のグルコース濃度上昇が引き起こされる[7]。糖尿病は臓器間の相
互作用が複雑なため新薬の開発においては標的臓器の特定が最も重要な課題である[4]。肝
臓はインスリンの最も重要な標的臓器の一つであり、肝臓の糖代謝制御にかかわる分子は
インスリン抵抗性の薬理学的治療の標的となる。肝臓は体内の糖・脂質代謝において中心
的な機能を果たし、特に肝臓での糖新生の亢進は血中グルコース濃度を著しく上昇させ糖
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尿病の病態を悪化させるといわれている。 
インスリンの投与を必要としない2型糖尿病の経口治療薬としては、グルコースの吸収
を抑える α-グルコシダーゼ阻害剤、膵臓のインスリン分泌を促進する分泌促進剤、筋肉組
織を標的にしたインスリン抵抗性改善剤、肝臓に作用する糖新生阻害剤の主に4種類が開
発されてきた。 今後の治療薬の展望としては、肥満を予防し膵β細胞の負担を軽減し、メ
タボリックシンドロームの段階で糖尿病を予防できることが望ましいと考えられる。 
サラシア・レティキュラータ（Salacia reticulata、以下 サラシアと記す）は、スリラ
ンカに自生するデチンムル科（Hippocrateaceae）に属するツル性樹木で、現地ではシン
ハラ語の“Kothala himbutu”という通名で知られている。サラシアの根皮は、古来より
インド・スリランカの伝承医学アユルベーダにおいて、糖尿病、炎症、皮膚疾患、潰瘍、
肝炎などの治療に用いられてきた[10]。 現在もスリランカの市場ではサラシアを配合した
ハーブティーなどが売られており、糖尿病の予防と治療を目的として臨床現場や民間療法
として用いられている[11]。また、日本や米国などの先進諸国でサラシアは健康増進を目
的としたサプリメントとしても広く普及している。 
食品には栄養面での機能（一次機能）、嗜好面での機能（二次機能）に加え生体調節機能
(三次機能)があるとされており、食品の三次機能を中心とした研究において1984年に機能
性食品のコンセプトが提唱され、1993 年には世界に発信された[8]。平成 3 年(1991)年に
は「特定保健用食品」の制度が設けられ、平成 13 年に創設された「保健機能食品制度」
における「特定保健用食品」の新たな枠組みにより、機能性食品への消費者の関心とニー
ズはより高いものとなっている[9]。 
機能性食品は、食経験などにより重篤な副作用が起こりにくいと考えられ、有効性や生
理作用が経験的に知られており、安価であるという利点がある。特に、2 型糖尿病や生活
習慣病などの治療においては、食事療法と薬物治療に加えて機能性食品をうまく組み合わ
せて摂取することは有効であると考えられる（Fig. 1）。 
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Figure 1.　The combination of diet and medicine, or  diet and functional food  
improved elevation of  fasting blood glucose level induced by high fat diet in 
KK-Ay mice.  
食品機能性評価は機能性食品の科学的根拠（エビデンス）を明らかにすることが目的で
ある。 機能性食品の科学的根拠としては、ヒトでの効果とメカニズムの解明が必要である。
近年、栄養学研究の分野で、遺伝子工学的手法を用いて生体内のメカニズムを解明するニ
ュートリゲノミクスが着目されている。高等真核生物の細胞には数万の遺伝子が存在し、
それぞれ調和のとれた制御を受け必要に応じて発現している。遺伝子発現パターンは健康
状態や疾病罹患状態によって異なり、細胞内では必要とされるタンパク質量に従って転写
量が効率的に制御されている。食品を摂取すると遺伝子発現パターンが変化し、代謝調節
機構に影響を及ぼす。従って、遺伝子発現量の検討は、機能性食品のメカニズムを解明す
る上で重要な指標の一つになると考えられる。本研究では、サラシアの機能性食品として
の科学的根拠を明らかにするために、DNA マイクロアレイ解析法などの遺伝子工学的手
法を用いてメカニズムの解明を行った。 
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サラシアによる血糖値調節作用のエビデンスについては、サラシア根皮及び幹部の熱水
抽出液がラット及びヒトの食後血糖値の上昇を抑制するという報告があり、その作用機構
として腸管でのα-グルコシダーゼ活性阻害による炭水化物の消化吸収抑制作用が明らか
となっている[12,13]。 サラシアの有効成分としては、メタノール抽出物の水溶性画分よ
りα-グルコシダーゼ阻害作用を有する、新規化合物であるサラシノール、コタラノールな
どが単離同定されている[14、15]。一方、サラシア根皮及び幹の熱水抽出液がラットおよ
び軽症2型糖尿病患者において空腹時血糖値を降下させるという報告がある[16, 17]。 し
かし、サラシアによる空腹時血糖値降下作用は、比較的速効的且つ長時間に及ぶため、α-
グルコシダーゼ阻害作用だけでは説明できない。 
空腹時血糖値は、基礎インスリン分泌により制御された肝臓からのグルコース放出率と、
全身、特に筋・脂肪組織でのグルコース取り込み率が一致して正常に保たれている。2 型
糖尿病では、インスリン抵抗性により、肝臓からのグルコース放出率が上昇し、全身のグ
ルコース取り込み率が増加しないことから高血糖となっている[4]。空腹時血糖値の調節に
は肝臓の糖代謝が主に関与していると考えられる。摂食を介して肝臓に取り込まれたグル
コースは、嫌気的条件下での解糖と、好気的条件下でのTCA回路を経て代謝される。また、
肝臓に取り込まれたグルコースの一部はグリコーゲンとして貯えられる。一方、絶食時は
解糖が抑制され、グリコーゲンの分解と糖新生の促進により肝臓からグルコースが血中に
放出される[1]。肝臓の糖代謝はglucokinase、phosphofructokinase、glycogen synthase、
fructose-1,6-bisphosphatase (FBP) [18] 、 glucose-6-phosphatase (G6P) [19] 、
phosphoenolpyruvate carboxylkinase (PEPCK) [20]、pyruvate carboxylase (PC) [21] な
どの多くの律速酵素群によって制御され、血糖値の維持に寄与している。代謝調節機構を
検討する方法としては、酵素活性の測定、その前段階でのタンパク質の分泌や修飾、そし
て酵素遺伝子の遺伝子発現量の検討などが挙げられる。近年、遺伝子発現調節における
mRNA量の測定は、RT‐PCR法（Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction）
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[22] やDNAマイクロアレイ解析法[23] などの進歩により、簡便に、有用な情報が得られ
るようになった。 特に、DNAマイクロアレイ解析は、1 枚のマイクロアレイチップに数
千から数万種類の遺伝子情報が搭載されているため、1 回の解析で遺伝子発現パターンの
網羅的解析が可能であることから、食品の未知機能の評価や食毒性評価などが可能だと考
えられる。 
本研究では、、サラシアの食品機能性評価を目的に実験を行った。すなわち、サラシアの
科学的根拠を明らかにするために、DNAマイクロアレイ解析法やRT-PCR法などの遺伝
子工学的手法を用いてメカニズムの解明を行った。メカニズムの解明としては先ず、サラ
シアによる血糖値調節機構を解析するために、マウス肝臓の遺伝子発現量に及ぼすサラシ
アの影響を解析し、in vitroでサラシアによる遺伝子発現量の調節機構を検討した。また、
in vitroおよび in vivoでサラシア中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分
の検討を行い、空腹時に肝臓から放出が抑制された糖の代謝経路を明らかにするために、
in vivo で酸素消費量（VO2，oxygen consumption）および呼吸商（RQ，respiratory 
quotient）を解析した。さらに、サラシアによる内臓脂肪蓄積抑制作用のメカニズムを解
析するために、脂肪組織に及ぼすサラシアの影響を検討した。加えて、機能性食品として
のサラシアの安全性を評価するために、マウス肝臓の遺伝子発現量に及ぼす影響を検討し、
サラシアのゲノミクス（genomics）食品安全性評価とした。 
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第1章 マウス肝臓の糖代謝関連遺伝子の遺伝子発現量に及ぼすサラシア幹熱
水抽出液の影響 
 
サラシア・レティキュラータ (Salacia reticulata、以下 サラシア) の樹皮や根皮は、
糖尿病者の血糖値を降下させ、口渇をいやすことが経験的に知られており、糖尿病者に対
する民間療法として利用されてきた歴史がある。サラシアによる食後血糖値調節作用のメ
カニズムとして腸管でのα-グルコシダーゼ阻害作用が明らかとなっている。 一方で、サ
ラシア根皮及び幹の熱水抽出液がラットおよび2型糖尿病患者において空腹時血糖値を降
下させるという報告がある[16, 17]が、その作用機構は不明である。 
本章では、サラシアによる血糖値調節機構を解明するために、2 型糖尿病モデルマウス
である KK-Aｙマウス[24]を用いて、サラシア幹部熱水抽出液（SRE）による空腹時血糖
値降下作用を確認後、DNAマイクロアレイを用いて肝臓の遺伝子発現量に及ぼすSREの
影響を解析した。また、 DNAマイクロアレイ解析の結果を基に、変動した遺伝子のｍRNA
量をRT-PCR法で測定した[25]。 
 
第1節 2型糖尿病モデルマウスの空腹時血糖値に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の影響 
 
本研究に用いたサラシアの幹は、スリランカ産業技術研究所ハーブ技術部門 (Colombo, 
Sri Lanka.)  G.A.S. Premakumara博士が鑑定を行った。サラシアの幹粉砕物12gを純水
1.5 L を用いて 2 時間煮沸し、温時濾別後、遠心分離により得られた上清を、サラシア幹
熱水抽出液（SRE）とした。SRE を凍結乾燥して得られた凍結乾燥物を、サラシア幹熱
水抽出液凍結乾燥物（SRED）とした。1 mlのSRE からは約0.45 mgのSRED得られ
た。 
4 週令の雄性 KK-Aｙマウスを購入し１週間の予備飼育後に、糖尿病の発症を促す目的
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で高脂肪飼料（クイックファット 日本クレア； 脂質重量比＝15.3％、脂質エネルギー比
＝32.3％、425kcal/100g）を摂取させた。先ず、糖尿病初期での SRE 投与を想定して 5
週令からの4週間、SRE (SRED 0.45 mg/ml) を飲水として投与した。マウスの1日の飲
水量は約10 ml (SREDとして約4.5 mg) であった。対照としては桑茶抽出液 (KW)を、
コントロールとしては純水（C）を投与した。KW中には、腸管での α-グルコシダーゼ阻
害作用を有する 1-デオキシノジリマイシン（DNJ）という化合物が明らかとなっており、
ラットやヒトにおける試験において食後の血糖値上昇を抑制することが報告されている
[26, 27]。 
実験飼育期間、各群の飼料摂取量および体重増加量に有意差はなかった(data not 
shown)。投与開始後1週間目と2週間目に空腹時血糖値を測定した。 空腹時血糖値の測
定は、10時間の絶食後に尾静脈より血液を採取し、簡易測定器グルコカードダイアメータ
ー（アークレイ株式会社製）[28]を用いて行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1.  Effects of SRE and KW on fasting blood glucose levels 
in KK-Ay mice.
C, control (distilled water); SRE, aqueous extract of Salacia reticulata
stem; KW, aqueous extract of Kuwa tea. Data are means ± SD; n =5　
in each group. ＊＜0.05 vs.the control group.
C
SRE
Blood glucose level (mg/dl)
1 
285 ± 61.1
KW
154 ± 14.3＊
269 ± 122
400 ± 73.3
239 ± 77.5＊
342 ± 22.9
2 (weeks)
空腹時血糖値の測定結果をTable 1に示した。投与開始後1週間目と2週間目のKW群
の空腹時血糖値はコントロールに比べ降下傾向を示したが、有意差はなかった。一方、SRE
群の空腹時血糖値はコントロールに比べ、投与開始後 1 週間目では約 1/2 に、2 週間目で
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は約2/3に降下していた。（Table 1）。このことから、SREはKK-Ayマウスにおいて空腹
時血糖値降下作用を有しており、その作用機構としてα-グルコシダーゼ阻害作用以外の可
能性が考えられた。 
次に、糖尿病後期でのSRE投与を想定して8週令からの4週間SREを飲水として投与
した。対照としては、KW、ビグアナイド系の糖尿病治療薬である塩酸メトホルミン（MF）、
コントロールとしては純水（C）を投与した。MFは肝臓での糖新生抑制作用などにより、
インスリンの分泌を促進することなく血糖値を調節するといわれており[29]、欧米の臨床
現場では第 1 選択薬として、 SU 剤と併用また単用で広くに用いられている[30]。 投与
期間、各群の飼料摂取量および体重増加量に有意差はなかった (data not shown)。投与開
始後1週間目と3週間目に空腹時血糖値を測定した。 空腹時血糖値の測定結果をTable 2
に示した。 
 
Table 2. Effects of SRE, KW and MF on fasting blood glucose levels 
in KK-Ay mice.
C, control (distilled water); SRE, aqueous extract of Salacia reticulata
stem; KW, aqueous extract of Kuwa tea; MF, Metformin.  Data are 
means ± SD; n =5 in each group.　＊P＜0.05 vs.the control group.
288 ± 87.6
C
SRE
3
Blood  glucose  (mg/dl)
1
KW
MF
355 ± 72.1
274 ± 77.0
319 ± 40.2
451  ± 70.5
221 ± 75.7＊
413 ± 72.7
412 ± 87.4
(weeks)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
投与開始後 1 週間目の空腹時血糖値は、KW 群とMF 群がC 群に比べ降下傾向を示し
たが、有意差はなかった。 一方、SRE はコントロールに比べ空腹時血糖値を約 1/2 に降
下させた。 投与開始後3週間目の空腹時血糖値は、SRE群とMF群がC群に比べ約3/4
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に降下したが、有意差はなかった。これは、糖尿病の悪化により SRE による空腹時血糖
値降下作用が減弱されたものと考えられた。 また、SREによる空腹時血糖値降下作用は、
投与開始後1週間で顕著に現れることが確認できた。 
 
第2節 2 型糖尿病モデルマウスの肝臓の遺伝子発現量に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の
影響 
 
SRE の投与は、2 型糖尿病モデルマウスの空腹時血糖値を有意に降下させた。次に、
DNA マイクロアレイを用いて 2 型糖尿病モデルマウスの肝臓の遺伝子発現量に及ぼす
SRE の影響を解析した。SRE を飲水として 4 週間投与した後 (SRED として約 126 
mg)、肝臓を採取し、tatal RNAを抽出した。SREとコントロール（純水投与）各 6々匹
分の total RNAを混和し、DNAマイクロアレイ解析に供した。  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.  Hierarchical clustering analysis of hepatic gene expression. All 
experiments and analyses were performed according to protocol for
GeneChip microarray analysis system (Affymetrix). Red color represents 
expression level above mean expression of a gene across all sample, black 
color represents mean expression, and green color represents expression 
lower than the mean. A: the gene expression of C57BL/6J mice treated 
with distilled water. B: the gene expression of KK-Ay mice treated with 
SRE (SRE). C: the gene expression of KK-Ay mice treated with distilled 
water (C
 
 
 
 
)..   
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DNAマイクロアレイはAffymetrix社のGeneChhipを用いた。「Affymetrix Microarray 
Suite 5.0」を用いた解析の後、「SpotFire DecisionSite7.1 Function Genome Programe」
を用いて「Hierarchical clustering 」[31] 解析を行った。「Hierarchical clustering 」解
析の結果をFig. 2に示した。赤色は発現強度が2倍以上の遺伝子を、緑色は発現強度が1/2
倍以下の遺伝子を、黒色はその中間を現している。Aは5週齢からの4週間、純水を飲水
として投与したC57BL/6Jマウスの肝臓の遺伝子である。飼料は実験動物用固形飼料MF
を自由摂取させた。B、C は8 週齢からの4 週間、高脂肪食を自由摂取させたKK-Aｙマ
ウスの肝臓の遺伝子である。B はSRE を、C は純水を飲水として各々投与した。B とC
の遺伝子発現パターンは顕著に異なっており、SREの投与はコントロールに比べ多くの遺
伝子の遺伝子発現量を増減させた。また、Bの遺伝子発現パターンはCに比べ、Aの遺伝
子発現パターンに近かった (Fig. 2)。 
DNA マイクロアレイ解析の
結果、検出された遺伝子は、
12490個であった。 SREの投
与によりコントロールに比べ遺
伝子発現強度が2倍以上の遺伝
子は1008個、1/2倍以下の遺伝
子は1331個であった。「Stress」
(69) 、「 Energy 」 (118) 、
「 Transcription 」 (1536) 、
「Inflammatory」(92)、「Cell 
cycle」(490)、「Ribosomal」(178)
のカテゴリーに分類して、変動
した遺伝子の数をTable 3に示
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した。 
本研究ではエネルギー代謝に着目し、特に糖代謝に関与する遺伝子について詳細に検討
した。肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の解析結果をTable 4に示した。SREはマウス肝臓
の糖代謝に関与する遺伝子の中で、糖新生、解糖系、TCA回路に関与する遺伝子の遺伝子
発現量に影響を及ぼした。「glycolysis」では「glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(M32599_M_st)」と「phosphoglycerate mutase」が1/2倍以下、「glutamate oxaloacetate 
transaminase 1, soluble」が 2 倍以上変動していた。「TCA-cycle」では「pyruvate 
dehydrogenase kinase-like protein」が2倍 以上変動していた。 特に、SREは糖新生
の律速酵素である fractose-1,6-bisphosphatase (FBP)とglucose-6-phosphatase (G6P)の
遺伝子発現量を約1/2に減少させた (Table 4)。 このことから、FBPとG6Pに着目して
以後の実験を行うこととした。 
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 Table 4. Gene expression of the hepatic glucose metabolism in KK-Ay 
mice liver treated with SRE.   
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第3節 糖新生律速酵素の遺伝子発現量に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の影響 
 
SREはDNAマイクロアレイ解析の結果、 糖新生律速酵素であるFBPとG6Pの遺伝
子発現量を約 1/2 に減少させた。 次に、糖新生律速酵素の遺伝子発現量に及ぼす影響を
RT-PCR法で測定した。 KK-AｙマウスにSREを飲水として4週間投与した後、肝臓の
total RNAを抽出し、RT-PCR法に供した。コントロールとしては、純水を飲水として投
与した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figur
 
 
 
 
 
e 3. RT-PCR analysis of liver FBP and G6P from KK-Ay mice treated 
with an aqueous extract of Salacia reticulata (SRE) stem or distilled water 
(Control). Mice were treated with SRE for 4 weeks, and total RNA samples 
were processed for reverse transcription. The PCR products were
electrophoresed on a 1.5% agarose gel and stained with ethidium bromide 
(A). The mRNA levels were normalized to GAPDH mRNA level in each 
sample (B). Results represent means ± SD derived from 3 independent 
experiments, each experiment carried out in 6 mice. Photographs show the 
typical data of these experiments. *P < 0.05 vs. Control.
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RT-PCR法の結果、SREはphosphoenolpyruvate carbxykinase (PEPCK)とpyruvate 
carboxylase (PC)のmRNA量には影響を及ぼさなかった（data not shown）。一方SRE
は、FBP mRNA量をコントロールに比べ約1/2に、G6P mRNA量をコントロールに比
べ約2/3に減少させた（Fig. 4）。 SREの投与は、KK-Ayマウスにおいて、DNAマイク
ロアレイ解析法とRT-PCR法の二つの方法でFBP mRNA量を有意に減少させた。このこ
とから、先ずFBPに着目して今後の実験を行うこととした。 
 
第4節 本章の小括および考察 
 
本章では、サラシアによる血糖値調節機構を解析するために、2 型糖尿病モデルマウス
を用いて、SREによる空腹時血糖値降下作用を確認後、肝臓の遺伝子発現量に及ぼすSRE
の影響を検討した。 
SRE は対照として用いた桑茶抽出液（KW）に比べ空腹時血糖値を有意に降下させた。
KW中には、腸管での α-グルコシダーゼ阻害作用を有する化合物であるDNJが含まれて
おり、食後の血糖値上昇を抑制することが報告されている[26, 27]。しかし、本実験の結果、
KWは顕著な空腹時血糖値降下作用を示さなかった。サラシアのメタノール抽出物の水溶
性画分からはチオ糖骨格を有する α-グルコシダーゼ阻害成分であるサラシノール、コタラ
ノールが同定されている[14, 15] 。SRE による空腹時血糖値降下作用は顕著であったが、
その作用機構としては、α-グルコシダーゼ阻害作用以外の可能性が考えられた。 
DNA マイクロアレイ解析の結果を基に「Hierarchical clustering 」 解析を行った結果、
KK-AｙマウスにおいてSRE投与による遺伝子発現パターンは、コントロール（純水投与）
の遺伝子発現パターンとは顕著に異なっていた。このことから、SRE はKK-Aｙマウスの
肝臓の遺伝子発現量に影響を及ぼすことが考えられた。 
DNAマイクロアレイ解析において、SREは肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の遺伝子発
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現量に影響を与えた。SRE は糖新生、解糖、TCA サイクルに関与する遺伝子の遺伝子発
現量に影響を与えた。特にSRE は、糖新生の律速酵素であるFBP とG6P の遺伝子発現
量を約1/2に減少させた。 RT-PCT法の結果、SREはG6P mRNA量を約2/3に、FBP 
mRNA量を約1/2に減少させた。  
本章の結果、SREはDNAマイクロアレイ解析において、KK-Aｙマウスの肝臓の遺伝
子発現パターンに影響を及ぼし、特に糖新生律速酵素であるG6PとFBPの遺伝子発現量
を減少させた。さらにSREはDNAマイクロアレイ解析法とRT-PCR法の二つの解析方
法でFBP遺伝子発現量を減少させた。このことから、SREは糖新生の律速酵素であるFBP
の遺伝子発現調節を介して糖新生を抑制し、空腹時血糖値を降下させる可能性があると考
えた (Fig. 4)。SREの血糖値調節機構を解析するための重要な遺伝子としてFBPが考え
られたことから、先ずFBP遺伝子発現量を指標に以後の実験を行うこととした。 
 
Glucose↓
Liver
　
SRE
glucose 
fructose-6-phosphate 
FBP mRNA↓
fructose-1,6-bisphosphate
Gluconeogenesis↓
 
Figure 4.  SRE down regulates the mRNA of FBP which is rate-limiting 
gluconeogenic enzyme in the mice liver. 
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第2章 サラシア幹熱水抽出液によるFBP遺伝子発現量の調節機構ならび
にサラシア幹熱水抽出液中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能
性成分の検討 
 
SREは2型糖尿病モデルマウスであるKK-Aｙマウスの空腹時血糖値を有意に降下させ、
その作用機構としてα-グルコシダーゼ阻害作用以外の可能性が考えられた。DNA マイク
ロアレイ解析法とRT-PCR 法の結果、 SRE は糖新生の律速酵素であるFBP の遺伝子発
現量を減少させた。 
本章では、SREによる血糖値調節機構を解析するために、SREによるFBP遺伝子発現
量の調節機構の解明と、SRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検
討を行った[25]。実験は、in vitroおよび in vivoで行った。in vitroの実験は、マウス培養
肝細胞株である IMH2 [32]を用いた。in vivo の実験は、2 型糖尿病モデルマウスである
KK-Aｙマウスを用いた。 
 
第1節 サラシア幹熱水抽出液によるFBP遺伝子発現量の調節機構に関する検討 
 
SREは in vivoにおいて、FBP mRNA量を有意に減少させたことから、マウス培養肝
細胞株 IMH2 を用いてSRE によるFBP 遺伝子発現量の調節機構を検討した。 in vitro
の実験には、SREを凍結乾燥して得られた凍結乾燥物SRED（SRED 0.45 mg／SRE 1ml）
を dimethyl sulphoxide (DMSO)に溶解後、0.20μm 径フィルターで濾過滅菌を施した
SRED溶液を用いた。 
先ず、SREDを終濃度0.1、1、10、25 μg/mlで細胞に作用させ培養後、細胞増殖試験
（MTTアッセイ）により細胞に作用させるSREDの最適濃度を検討した（Fig. 5）。イン
キュベートは33℃で行った。終濃度10μg/ml以上では細胞増殖が抑制されていたことか
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ら、細胞に作用させるSREDの終濃度を1μg/mlと設定して以後の実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.  Freeze-dried aqueous 
extract from the Salacia reticulata
(SRED) stem reduces  the growth 
rate of IMH2 cells, as determined 
by the MTT assay. IMH2 cells 
were cultured in ASF medium 
containing various concentrations 
of SRED. SRED does not 
significantly alter the viability of 
IMH2 cells until reaching a 
concentration of 1 μg/ml.  *P < 
0.05 vs. vehicle-treated cells.
 
 
次に、SREDを終濃度1μg/mlで IMH2に作用させ、4h、37℃でインキュベートした
後、RT-PCR 法でFBP ｍRNA 量を測定した。その結果、SRED はコントロール（溶媒
のみ）に比べFBP ｍRNA量を約1/2に減少させた (Fig. 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.  Effects of SRED on FBP 
mRNA level in IMH2 cells. RT-PCR 
analysis of FBP from IMH2 cells 
treated with SRED (SRED) or the 
DMSO (Control). The PCR products 
were electrophoresed on a 1.5%
agarose gel and stained with ethidium
bromide(A). mRNA levels were 
normalized to GAPDH mRNA level in 
each sample (B). Results represent 
means ± SD derived from three 
independent experiments, each 
experiment carried out in culture wells 
or dishes. Photographs show a typical 
data of these experiments. *P < 0.05
vs. Control.  
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SREDが IMH2においてFBP ｍRNA量を有意に減少させたことから、この実験系を
用いてFBP遺伝子発現量の調節機構を検討することとした。 
SRE が FBP mRNA の転写調節に関与するか、または転写後調節に関与するかを明ら
かにするために、RNA合成阻害剤であるアクチノマイシンD（Act D）とタンパク質合成
阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）を用いて検討した。Act DはSREDとともにFBP 
mRNA量を減少させ、その一方でCHXはSREDによるFBP mRNA量の減少作用を抑
制した（Fig. 7）。これにより、SREが IMH2において、FBP ｍRNAの不安定化（分解）
を促進している可能性が高いと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7.  Cell viability destabilization 
of FBP mRNA in SRED-treated IMH2 
cells. IMH2 cells were pre-treated with
actinomycin D (Act D, 2.5 μg/ml) or
cycloheximide (CHX, 5 μg/ml) for 1 h, 
then subsequently treated for 4 h with 
SRED (final concentration of 1 μg/ml). 
Cells were also cultured with vehicle 
only (Control) or treated with SRED 
only. The PCR products were
electrophoresed on a 1.5% agarose gel 
and stained with ethidium bromide (A). 
The FBP mRNA levels were normalized 
to the GAPDH mRNA level in each 
sample (B). Results represent means ±
SD derived from 3 independent 
experiments, each experiment carried 
out in 4 culture dishes. *P < 0.05 vs. 
vehicle-treated cells.
第2節 マウス培養肝細胞株における空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検
討 
 
in vitroにおいて、SREDはマウス培養肝細胞に作用後4時間でFBP遺伝子発現量を減
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少させ、その作用機構としてSRED がFBP ｍRNA の不安定化（分解を）促進している
可能性が高いと考えた。次に、FBP遺伝子発現量を指標にSRE中に含まれる空腹時血糖
値降下作用を有する機能性成分の検討を行った。 
サラシア中に含まれるα-グルコシダーゼ阻害活性を有する有効成分として既に、
salacinol、kotalanolが同定されている。一方、サラシア幹部の内樹皮や年輪状組織からは、
他の実験報告において多くのポリフェノール類が抽出されている[33]。その中でも
(-)-epicatechin（EC）、(-)-epigallocatechin（EG）、mangiferin（MG） はその含有量が
多いことから有効成分の可能性が指摘されている。MGはin vitroでα-グルコシダーゼ阻害
活性を有することが報告されており[33]、古来より血糖値調節作用を有する生薬の成分と
しても知られている。また、EC、EGはin vitroにおいて豚由来の膵リパーゼ活性を抑制す
ることが報告されており[33]、MGは培養脂肪細胞におけるトリグリセリド分解作用や、
培養肝細胞においてCCｌ4による培養細胞への影響を抑制することなども報告されている 
[34]。Fig. 8に、SRE中に含まれる化合物の一部を示した。 
 
mangiferin (MG) 外樹皮
内樹皮
材部
年輪状組織
(-)-epicatechin (EC)
salacinol kotalanol
(-)-epigallocatechin (EG)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 8. The compounds from the roots and stems of Salacia reticulata. 
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なお、これらのポリフェノール類は、Yoshikawa et al. が旋光度、MS及びNMRなど
の機器分析データと文献値との比較により同定したものであるが[33]、本研究に用いたサ
ラシア幹の鑑定でも、サラシア幹中に含有していることが証明されている。今後更なる詳
しい分画は必要であるが、SRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分を
検討するために、先ず、EC、EG、MGを用いて実験を行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EC、EG、およびMGを1×10-10 M濃度でIMH2に作用させ、4h、37℃でインキュベー
トした後、RT-PCR法でFBP遺伝子発現量を解析した。コントロール（C）としては、溶
媒のみを作用させた。その結果、 EC、EGはFBP mRNA量に影響を与えなかったが、
MGはCに比べFBP mRNA量を約1/4に減少させた（Fig. 9）。 
Figure 9. The effect of mangiferin
FBP mRNA levels in IMH2 cells. I
cells were treated with DMSO (Contr
(-)-epicatechin (EC), (-)-epigalocate
(EG) or mangiferin (MG) for 4 h. E
EG and MG were each used at a 
concentration of 1 × 10–10 M. The PCR 
products were electrophoresed on a 1.
agarose gel and stained with ethidium
bromide (A). The mRNA levels wer
normalized to the GAPDH mRNA l
in each sample (B). Results represent
means ± SD derived from 3 independent
experiments, each experiment carrie
in 4 culture dishes. Photographs show
typical data of these experiments. *
 on the 
MH2 
ol), 
chin
C, 
5%
e 
evel 
 
 
d out 
 the 
P < 
0.05 vs. vehicle-treated cells.
次に、1×10-12 M～1×10-9 M濃度のMGをIMH2に作用させてFBP ｍRNA量を解析し
た。その結果、MGは濃度依存的にFBP ｍRNA量を減少させた (Fig. 10)。このことから、
MGがSRE中に含まれる機能性成分の一つである可能性が考えられた。 
 
 20 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 10. FBP mRNA levels of 
IMH cells treated with various 
concentrations (1 × 10–12 M~1 ×
10–9 M) of mangiferin for 4 h. 
Results represent means ± SD 
derived from 3 independent 
experiments, each experiment 
carried out in 4 culture dishes. 
*P < 0.05 vs. vehicle-treated 
cells.
 
第 3 節 2 型糖尿病モデルマウスにおける空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検
討 
 
In vitroの実験において、mangiferin (MG) がSRE中に含まれる空腹時血糖値降下作
用を有する機能性成分の一つである可能性が考えられたことから、in vivo において MG
の空腹時血糖値降下作用を確認した。実験は、2 型糖尿病モデルマウスである KK-Aｙマ
ウスを用いた。 
5 週令の雄性KK-Aｙマウスに、高脂肪食（クイック・ファット）を 5 週間摂取させ、
糖尿病を発症させた後、MG を投与した。MG の投与量は、SRE 中に含まれるMG の含
有量から換算して、1日にマウス体重1kgに対して5 mg (MG5群)、または25 mg (MG25
群) とし、MGを純水に溶解し飲水として投与した。コントロール (C )としては純水を投
与した。MGは、飼料摂取量および体重増加量に影響を及ぼさなかった（data not shown）。 
MGの投与を開始して2日目と、5日目に空腹時血糖値を測定した。投与2日目の空腹
時血糖値は、MG5、MG25 ともにCに比べ有意に降下していた。投与5日目の空腹時血
糖値はMG5、MG25 ともに降下が認められ、MG5 はC に比べ空腹時血糖値が有意に降
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下していた (Fig. 11)。 このことから、MGが in vivoにおいて空腹時血糖値を降下させる
ことが確認できた。MG5 群、MG25 群において濃度依存性が認められなかったことは、
投与量5 mgで既にプラトーに達していたと考えられ、5 mgより低い投与量で実験した場
合に濃度依存性が確認できる可能性が考えられた。 
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次に、FBP mRNA量に及ぼすMGの影響を検討した。MGをKK-Ayマウスに1週間
投与した後、肝臓の total RNA を抽出し、RT-PCR 法に供した。 MG5 群、MG25 群と
もにFBP mRNA量を減少させたが、C群に比べて有意差は無かった (Fig. 12)。SREを
KK-Ayマウスに4週間投与した実験において、SREはFBP mRNA量を有意に減少させ
た。 本実験では、MGの投与期間が1週間と短かったため、FBP mRNA量に有意な影響
を与えなかったと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12.  Effects of mangiferin on 
the mRNA levels of FBP in KK-Ay 
mice liver. KTE, aqueous extract 
from stems of Kothala himbutu; 
MG5, mangifemin 5 mg/body 
weight(kg) day MG 25, mangiferin 
25 mg/body weight(kg) day. 
Data are means ± SD; n = 4 in each 
group.  
Figure 11. Mangiferin reduced 
fasting glucose levels in KK-Ay 
mice. C, control (distilled water); 
MG5, mangiferin 5 mg/body 
weight(kg) day MG 25, mangiferin 
25 mg/body weight(kg) day. Data 
are means ± SD; n =4 in each group.
*p＜0.05 vs. the control group.
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in vitro および in vivoの結果から、SRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性
成分の一つとしてMGが考えられた。 
 
第4節 本章の小括および考察 
 
本章では、SRE による血糖値調節機構を解析するために、in vitro においてFBP 遺伝
子発現量の調節機構の解明と、in vitro および in vivoにおいてSRE中に含まれる空腹時
血糖値降下作用を有する機能性成分の検討を行った。 
ビタミンAや甲状腺ホルモンなどの栄養素や生理活性物質が消化吸収後直接肝臓に作用
し、遺伝子発現量に影響を及ぼすのに要する時間は、およそ 4 時間と推定されている[36, 
37]。 SRE凍結乾燥物（SRED）は培養肝細胞（IMH2）に作用後4時間でFBP mRNA
量を有意に減少させた。IMH2 において、SRED によるFBP ｍRNA の減少作用が認め
られたことから、IMH2を用いてSREによるFBP遺伝子発現量の調節機構を検討した。 
近年、栄養素やホルモンなどの生理活性物質が、肝臓の糖代謝に関与する酵素である
acetyl-CoA carboxylaseやmalic enzymeのｍRNAの転写調節または転写後調節に関与す
ることが報告されている [38, 39]。 SREDがFBP mRNAの転写調節に関与するか、ま
たは転写後調節に関与するかを検討するために、RNA 合成阻害剤であるアクチノマイシ
ンD（Act D）とたんぱく質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）を用いて検討を
行った。 Mano et al.は、Act D および CHX を用いて、甲状腺ホルモンが肝臓の
9-cis-retinoic receptors (RXRs) mRNAの制御において、転写レベルでRXRβを、転写後
調節レベルでRXRγを制御することを明らかにしている[36]。本実験で、Act DはSRED
とともにFBP mRNA量を減少させ、その一方でCHXはSREDによるFBP mRNA量
の減少作用を抑制した。これにより、SRE がFBP ｍRNA の不安定化（分解）を促進し
ている可能性が高いと考えた。SREによるFBP遺伝子発現調節機構のより詳細なメカニ
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ズムを解明するためには、今後FBP mRNA の半減期やRnase 活性の測定などが考えら
れる[40, 41]。 
次に、培養肝細胞株 IMH2 を用いて、SRE 中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有す
る機能性成分の検討を行った。サラシアの根皮や樹皮からはサラシノールやコタラノール、
トリテルペン類のほかに多くのポリフェノール類が抽出されている。Yoshikawa et al. は、
サラシアメタノール抽出液より、(-)-epocatechin（EC）、(-)-epigallocatechin（EG）、(-)-
４´-O-methylepigallocatechin、（-）-epiafzelechin-(4β→8)-(-)-4´-O- methylepigallocat 
echin、(-)-epicatechin-(4β→8)-(-)-４´-O-methylepigallocatechin 、mangiferin（MG）
などの多くのポリフェノール類を単離しており、その中でもMGはその含有量が多いこと
が報告されている[33]。 
MGは、マンゴー（Mangifera indica L.）の葉や樹皮、生薬の知母として用いられてい
るユリ科植物のハナスゲ（Anemarrhena asphodeloides Bunge.）の根茎から単離された
xanthone配糖体で[42, 43]、抗糖尿病作用、抗腫瘍作用、抗HIV、免疫調節作用、抗酸化
作用などの広範囲な薬理学的特性が報告されている[44-47]。また、MGの抗糖尿病作用と
しては、in vitro において二糖類分解酵素であるスクラーゼ、イソマルターゼの活性阻害
作用と、ストレプトゾトシン（STZ）誘発ラットおよび KK-Aｙマウスにおいての血糖値
調節作用などが報告されている[48-49]。 
IMH2 に、(-)-epocatechin（EC）、(-)-epigallocatechin（EG）、およびMG を作用させ
た結果、EC、EGはFBP ｍRNA量に影響を及ぼさなかったが、MGはFBP ｍRNA量
を有意に減少させた。 また、 MGは濃度依存的にFBP ｍRNA量を減少させた。 
次に、2型糖尿病モデルマウスであるKK-Aｙマウスを用いてMGの空腹時血糖値降下
作用を検討した結果、MGはマウスの空腹時血糖値を有意に降下させることが確認できた。
in vitroおよび in vivoの結果から、MGがSRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有
する機能性成分の一つである可能性が考えれれた。 
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Yoshimi et al. は、MGがKK-Aｙマウスを用いた単回投与試験において、血糖値およ
び血中インスリン濃度を降下させ、その作用は対照として用いた糖尿病治療薬のトルブタ
ミド(SU剤)より顕著であったと報告しており[49]、Muruganandan et al. はMGがスト
レプトゾトシン誘発性の糖尿病ラットにおいて血糖値調節作用を示すこと[48]を報告して
いる。しかし、MG による血糖値調節作用の作用機構については明らかになっていない。
本実験により、MG による in vivo における血糖値調節作用の作用機構として、肝臓での
FBP遺伝子発現調節を介した糖新生の抑制作用が関与している可能性が考えられた。また、
本研究により MG によるα-グルコシダーゼ阻害作用以外の新たな機能性を示すことがで
きた。 
本章の結果、 MGは消化吸収後直接肝細胞に作用しFBP ｍRNA量を減少させると考
えられ、その作用機構としてMGがFBP mRNAの不安定化（分解）を促進している可能
性が考えられた。 すなわち、 mangiferinなどの機能性成分はFBP遺伝子発現調節を介
して糖時新生を抑制し、空腹時血糖値を降下させると考えられ、SREによる血糖値調節機
構の一部が解明できた。 
Figure 13.  Mangiferin modulates FBP mRNA destability in hepatocyte.
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第 3 章 高脂肪食を摂取させたマウスの酸素消費量（VO2，oxygen 
consumption）ならびに脂肪組織に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の影
響 
 
SREによる血糖値調節機構の解析を目的に、肝臓の糖代謝に着目して検討を行ってきた。
SREは糖新生の律速酵素FBPの遺伝子発現調節を介して糖新生を抑制し、空腹時血糖値
を降下させると考えられ、機能性成分の一つとしてmangiferinが考えられた。 
SREは肝臓での糖新生を抑制して空腹時血糖値を降下させると考えられるが、肝臓から
放出が抑制された糖の代謝経路は明らかになっていない。本章では、SREによる血糖値調
節機構の解析を目的に、小動物用代謝測定システム [51]を用いて呼気中の気体組成を測定
し、酸素摂取量（VO2）をおよび呼吸商（RQ，respiratory quotient）を解析した。 
SRE の抗肥満作用としては、サラシア根皮熱水抽出液が高脂肪食を摂取させた
Sprague-Dawley ラットにおいて腎周囲脂肪重量を減少させたという報告や、サラシア幹
抽出液およびサイクロデキストリンの混合物が高脂肪食を摂取させたC57BL/6Jマウスに
おいて体重と内臓脂肪蓄積量を減少させたという報告があるがそのメカニズムは不明であ
る[33, 50]。 本章では、SREによる内臓脂肪蓄積抑制作用のメカニズムを検討するために、
脂肪組織に及ぼすSREの影響を検討した「52」。 
 
第1節 高脂肪食を摂取させたマウスの酸素消費量および呼吸商に及ぼすサラシア幹熱水
抽出液の影響 
 
実験は、5週令の雄性C57BL/6Jマウスを用いて行った。呼気の測定は、SREを摂取し
た直後から経時的に行う必要性から、本実験では、SREを飲水として投与するのではなく、
飼料にサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物（SRED）を添加することとした。 飼料はAIN93G
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飼料を基本組成とし、次のように作製した。先ず、脂質含有量の異なる2種類の飼料（普
通食N、高脂肪食HF）を作製した。 Nの脂質重量比は6% (w/w)、脂質エネルギー比は
13.8%で、HFの脂質重量比は35% (w/w)、脂質エネルギー比は53.0%であった。 Nおよ
びHFに0.1% のSREDを添加した飼料を作製し、N+SREDおよびHF+SREDとした。
マウスを4群 (N、N+SRED、HF、HF+SRED) に分け、各飼料を各 9々週間摂取させた。 
実験飼料の給餌を開始して6週間目に、小動物用代謝測定システムを用いて酸素消費量
（VO2）および呼吸商（RQ）を解析した。また、実験飼料を 9 週間摂取させた後、ジエ
チルエーテル麻酔下で採血し、肝臓、褐色脂肪組織および白色脂肪組織（睾丸周囲白色脂
肪組織および腎周囲白色脂肪組織）を採取し、肝臓および白色脂肪組織重量を測定した。 
呼気中の気体組成の測定は、小動物用代謝測定システムを用いて毎回19:00に給餌後、
暗期（19:00-07:00）、 明期（7:00-19:00）の12時間サイクルで24時間行った。普通食群 
(N、N+SRED)、高脂肪食群（HF、HF+SRED）各 3々 回ずつ測定を行いVO2及びRQを
解析し、その平均値を算出した。 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figure 14.  Effects of the freeze-dried aqueous extract of  Salacia reticulata
(SRED) on whole-body oxygen consumption (VO2) (A) and respiratory 
quotient (RQ) (B) were measured by indirect calorimetry. Values are means 
± SE, n =3. *The N +  SRED group differed (p < 0.05) from the N group. 
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普通食群（N、N+SRED）におけるVO2およびRQの解析結果をFig. 14に示した。VO2
の解析結果、飼料摂取開始後にN群のVO2がN+SRED群に比べ増加していたが、その後す
ぐに逆転し、N+SRED群のVO2はN群に比べ有意に増加していた（Fig. 14, A）。このこと
から、サラシアはエネルギー代謝を促進すると考えた。RQの解析結果、N群のRQは暗期
（摂食時）が約 1.0 で、明期（空腹時）が約 0.7 であった。一方、N+SRED群のRQは摂
食時と空腹時の差が緩慢で、特に明期（空腹時）がN群に比べ有意に高かった (Fig. 14, B)。
これにより、N+SRED群ではN群に比べ空腹時にエネルギー源として糖の分解を促進して
いると考えた。 
次に、高脂肪食（HF、HF+SRED）におけるVO2およびRQの解析結果をFig. 15 に示
した。VO2の解析結果、HF+SRED群のVO2は、HF群に比べ有意に大きく、SREDによる
VO2促進作用は普通食摂取時より顕著であった（Fig. 15, A）。 
 
Figure 15.  Effects of the freeze-dried aqueous extract of  Salacia 
reticulata (SRED) on whole-body oxygen consumption (VO2) (A) and 
respiratory quotient (RQ) (B) were measured by indirect calorimetry. 
Values are means ± SE, n =3. *The HF +  SRED group differed (p <
0.05) from the HF group. 
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RQの解析結果、HF群のRQは摂食時が約0.8で、空腹時が約0.7であった。これは、高脂
肪食の摂取により、摂食時に脂質の分解が促進されたと考えた。一方、HF+SRED群のRQ
は普通食と同様の傾向が認められた。すなわち、摂食時と空腹時の差が緩慢で、空腹時は
HF群に比べRQが高くなっていた。VO2およびRQの解析結果から、SREDは普通食と高
脂肪食の両群においてエネルギー代謝を有意に促進し、特に空腹時に糖の分解を促進する
と考えた。 
実験期間、各群の飼料摂取量に有意差はなかった（Table 5）。体重増加量は、高脂肪食
の摂取によりHF (7.33 ± 1.96) がN (5.16 ± 1.46)に比べ有意に増加していた。また、
N+SRED (2.17 ± 0.93) の体重増加量はN比べ約1/2に、HF+SRED (3.43 ± 1.10) の体重
増加量もHF に比べ約1/2 に減少していた (Table 5)。SRED は普通食と高脂肪食の両群
において、体重増加量を有意に減少させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝臓重量は、各群で有意差はなかった（Table 5）。睾丸周囲白色脂肪組織重量は、高脂
肪食の摂取により、N (1.59 ± 0.18) に比べ HF (3.99 ± 0.70)が有意に増加していた。 
N+SRED (0.65 ± 0.12) およびHF+SRED (1.20 ± 0.27)の睾丸周囲白色脂肪組織重量はN
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およびHF に比べ、約 1/2 および約 1/3 以下に減少していた。 SRED は高脂肪食におい
て、睾丸周囲白色脂肪組織重量を有意に減少させた。（Table 5）。 腎周囲白色脂肪組織重
量は、高脂肪食の摂取により、N (0.40 ± 0.12) に比べHF (1.68 ± 0.37)が有意に増加して
いた。 N+SRED (0.12 ± 0.03)およびHF+SRED (0.24 ± 0.06)の腎周囲白色脂肪組織重量
はNおよびHFに比べ、約1/3および約1/6以下に減少していた (Table 5)。SREDは普
通食と高脂肪食の両群において、腎周囲白色脂肪組織重量を有意に減少させた。SREDは
マウスにおいて、内臓脂肪の蓄積を抑制すると考えられ、その結果体重増加量を減少さた
と考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、血中のグルコース、インスリン、トリグリセリド、および遊離脂肪酸（NEFA）
濃度を測定した。血中のグルコース、トリグリセリドおよびNEFA濃度は、高脂肪食の摂
取により、HF が N に比べ有意に増加していた。 しかし、 N と N+SRED 、HF と
HF+SREDではともに有意差はなかった（Table 6）。血中インスリン濃度は高脂肪食の摂
取により、HF (1722.3 ± 505.3) がN (298.3 ± 81.1) に比べ有意に増加していた。Nと
N+SRED (290.2 ±72.2)では有意差はなかったが、 HF+SRED (815.3 ± 197.1) の血中イ
ンスリン濃度は HF に比べ約 1/2 に降下していた。 SRED はマウスにおいて高脂肪食に
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よる血中インスリン濃度の上昇を有意に降下させた (Table 6)。 
 
第2節 高脂肪食を摂取させたマウスの脂肪組織に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の影響 
 
SREDは、普通食と高脂肪食の両群において体重増加量および白色脂肪組織重量を有意
に減少させた。 また、SRED は高脂肪食による血中インスリン濃度の上昇を有意に降下
させた。SREDの脂肪組織に及ぼす影響をさらに詳細に検討するために、脂肪細胞の大き
さに及ぼすSREDの影響を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Effect of SRED on adipocyte size. A: Micrographs of 
interscapular BAT adipose cells. The cells were stained with oil
red O. The scale bars indicate 100 μm. B: Average size of the 
adipocytes (n = 100) from the interscapular BAT of C57BL/6J 
mice on the N diet, N+SRED diet, HF diet, or HF+SRED diet. 
Data are expressed as means ± SD; n = 7. Data with different 
superscript letters are considered to be significantly different
by Tukey’s least significant test at P < 0.05.  
 
 
 
 
 
N、N+SRED、HF、HF+SREDの4種類の飼料を各 9々間摂取させたマウスの褐色脂
肪組織および睾丸周囲の脂肪組織を採取し、4%パラホルムで固定した後、オイルレッドO
で染色した。オイルレッドO染色はRamirez-Zacarias et al. [53]の方法で行った。脂肪細
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胞の直径をスケールで測定後、平均値を算出した。 
Fig. 16に、各群の褐色脂肪組織の写真と細胞直径の測定結果を示した。N、N+SRED、
HFおよびHF+SREDの褐色脂肪細胞の直径は約25μmで、各群で有意差は無かった。 
Fig. 17 に、各群の白色脂肪組織の写真と細胞直径の測定結果を示した。HF（157.2 ± 
20.9）の脂肪細胞の直径は、N (80.3 ± 8.8) に比べ有意に大きかった。また、N+SRED (40.3 
± 2.2) およびHF+SRED (52.7 ± 9.1) の脂肪細胞の直径はNおよびHFに比べ有意に小
さくなっていた。SREDはマウスにおいて、高脂肪食により肥大化した白色脂肪細胞を有
意に縮小させた。また、SREDは普通食においても白色脂肪細胞の大きさを有意に縮小さ
せた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 17. Effect of SRED on adipocyte size. A: Micrographs of 
epididymal WAT adipose cells. The cells were stained with oil 
red O. Scale bars indicate 100 μm. B: Average size of the 
adipocytes (n = 100) from the epididymal WAT of C57BL/6J 
mice on the N diet, N+SRED diet, HF diet, or SR+KTED diet. 
Data are expressed as means ± SD; n = 7. Data with different 
superscript letters are considered to be significantly different by 
Tukey’s least significant test at P < 0.05.
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第3節 本章の小括および考察  
 
本章では、SREによる血糖値調節機構を解析するために、小動物用代謝測定システムを
用いてVO2および RQを解析した。 また、SREによる内臓脂肪蓄積作用のメカニズムを
検討するために、SREの脂肪組織に及ぼす影響を検討した。 
C57BL/6J マウスに SRE を飲水として 3 週間投与し、DNA マイクロアレイを用いて
肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の発現量を解析した結果、「Affymetrix Microarray Suite 
5.0」の「algorithm」による判定で、SRE は糖新生律速酵素の FBP と G6P の遺伝子発
現量を減少させ、同時に解糖の律速酵素である phosphofructokinase とTCA 回路の酵素
である isocitrte dehydrogenaseとsuccinyl-CoA synthetaseの遺伝子発現量を増加させた。
また、SREはグリコーゲン合成を促進する酵素であるglycogen synthaseの遺伝子発現量
を減少させ、一方で UDP glucose からグルクロン酸への代謝に関与するる酵素である
UDP glucose dehydrogenaseの遺伝子発現量を増加させた「54」(Fig. 18)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18.　The result of DNA microarray analysis in C57BL/6J mice liver
treated with SRE.  
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これらの結果から、肝臓からの放出が抑制された糖はペントースリン酸回路路経て、解
糖およびTCA回路で代謝されると推測し、小動物用代謝測定システムを用いて呼気の測定
を行い、酸素摂取量（VO2）および呼吸商（RQ）を解析した。 
実験の結果、SREDは普通食と高脂肪食の両群でおいてVO2を有意に促進させ、SRED
による代謝促進作用は高脂肪食摂取時でより顕著であった。特にSREDは、空腹時にエネ
ルギー源として糖の分解を促進した。このことから、 空腹時に肝臓から放出が抑制された
糖は、肝臓で分解されると考えられ、 SREによる空腹時血糖値調節機構の一部が解明で
きた。 
Ohnuki et al. は、カプサイシンやカプシエイトなどの成分がStd ddYマウスにおいてカ
テコールアミンの放出を促進させて、VO2を増加させたと報告している[55]。また、Murase 
et al. は、茶カテキンがin vitroでカテコールアミン分解酵素であるカテコール-O-メチルト
ランスフェラーゼの活性を抑制し、高脂肪食を摂取させたC57BL/6JマウスにおいてVO2
を増加させたと報告している[56]。交換神経系から放出されたカテコールアミン類は、β3-
アドレナリン受容体を介して白色脂肪組織において脂肪分解を促進し、褐色脂組織におい
ては熱産生を促進するといわれている[57, 58]。 SREは、C57BL/6Jマウスにおいてカテ
コール-O-メチルトランスフェラーゼとモノアミンオキシダーゼA（カテコールアミン分解
酵素）の遺伝子発現量を増加させた[54]。 これにより、SREDによるVO2 
促進作用は、カテコールアミンが関与している可能性が低いと考えられたが、詳しい作用
機構については今後の検討課題である。 
近年、栄養素や天然化合物によるエネルギー代謝促進作用を検討する上で、uncupling 
proteins (UCPs) の遺伝子発現制御に及ぼす影響が着目されている[59]。Klaus et al. は、
緑茶に含まれる epigallocatechin gallate が食事誘導性の肥満マウスにおいて内臓脂肪の
蓄積を抑制し、肝臓の UCP2 mRNA 量を増加させたと報告している [60]。また、
Srivastava et al. は、LDL 欠損マウスにおいて peroxisome proliferator-activated 
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receptor α (PPARα) のリガンドである高脂血症治療薬であるフェノフィブラートが肝臓
の UCP2 ｍRNA 量の増加を介して体重増加量を減少させたと報告している[61]。 SRE
は、C57BL/6Jマウスにおいて肝臓のUCP2遺伝子発現量を減少させた [54]。 これによ
り、SRED による内臓脂肪の蓄積抑制作用は UCP2 の遺伝子発現調節を介している可能
性は低いと考えたが、詳しい作用機構については今後の検討課題である。 
 SRE 中に含まれる機能性成分の一つである mangiferin (MG)は in vitro において
PPARαルシフェラーゼ活性を促進し、PPARαの下流にあるリポプロテインリパーゼの遺
伝子発現量および酵素活性に影響を及ぼすことが報告されている[62]。SRE は、KK-Aｙ
マウスにおいて、hepatic lipaseの遺伝子発現量を増加させた[25]。これらのことから、SRE
中に含まれる機能性成分の一つである MG は脂質代謝および脂肪蓄積量にも影響を及ぼ
す可能性が考えられるが、MGの新たな機能性については今後の研究課題である。 
SREDは普通食と高脂肪食の両群において、VO2および糖質の分解を有意に促進させ、
白色脂肪組織重量（睾丸周囲脂肪および腎周囲脂肪）を有意に減少させた。 SREDは糖質
の分解を促進することにより、最終的に内臓脂肪の蓄積を抑制し体重増加量を減少させた
と考えた。 
次に、脂肪細胞の大きさに及ぼすSREDの影響を検討した。褐色脂肪細胞および白色脂
肪細胞の直径を測定した結果、SREDは褐色脂肪細胞の大きさには影響を及ぼさなかった
が、白色脂肪細胞の大きさに影響を与えた。 SRED は高脂肪食により肥大化した脂肪細
胞のサイズを有意に縮小させ、普通食においても脂肪細胞のサイズを有意に縮小させた。 
脂肪組織は体内のエネルギー蓄積（白色脂肪組織）や熱産生（褐色脂肪組織）に関与し
ており、哺乳類のエネルギー代謝において重要な役割を担っている［63］。特に近年、白
色脂肪組織は、単にエネルギーを蓄積するだけの組織ではなく、レプチンやアディポネク
チンなど 10 を超える内分泌因子（アディポサイトカイン）を分泌することにより、体内
のエネルギー消費システムやインスリン抵抗性に関与していることが報告されている
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［64］。 
また、脂肪組織から分泌されるアディポサイトカインの種類には脂肪細胞の大きさが関
与していることが明らかとなっている[65]。小型脂肪細胞からはレプチン、アディポネク
チンなどのインスリン感受性ホルモンが、大型脂肪細胞からはTNF-α、レジスチン、遊離
脂肪酸などのインスリン抵抗性惹起分子が分泌されるといわれている [66]。 PPARγのリ
ガンドであるインスリン抵抗性改善薬のチアゾリジンジオンズ（TZDs）は、小型脂肪細
胞の数を増加させ、アヂポネクチンの分泌を促進させることが報告されている[66]。 
本実験の結果、SRED は白色脂肪細胞の大きさを有意に縮小させたことから、インスリ
ン感受性アディポサイトカインの分泌に影響を及ぼす可能性が考えられた。また、SRED
は高脂肪食による血中インスリン濃度の上昇を有意に降下させた。これらのことから、
SRED は高脂肪食により誘導されたインスリン抵抗性を改善する可能性が考えられたが、
詳細は今後の検討課題である。 
Kishino et al. は、サラシア幹熱水抽出液とサイクロデキストリンの混合物がC57BL/6J
マウスとSprague-Dawleyラットにおいて、高脂肪食により増加した内臓脂肪蓄積量とア
ディポサイトカイン（レプチン、アディポネクチン）濃度を減少させたと報告しているが、
そのメカニズムについては言及していない[50]。 本実験により、SREDによる内臓脂肪蓄
積抑制作用のメカニズムの一部として、糖の分解促進作用が考えられた。 
本章の結果、SREは呼吸商のデータから空腹時に糖の分解を促進することが明らかとな
った。このことから、SREはFBP遺伝子発現調節を介して糖新生を抑制し、同時に糖の分
解を促進することにより、空腹時血糖値を降下させると考えられ、SREによる空腹時血糖
値調節機構の一部が解明できた。また、SREはマウスにおいてVO2を有意に促進し、内臓
脂肪の蓄積を抑制した。SREによる内臓脂肪蓄積抑制作用の作用機構の一つとして、糖の
分解促進作用が考えられた。 
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 Figure 19. SRE may reduces gluconeogenesis, and it may promotes 
glycolysis. As a results of which SRE improved elevation of fasting 
blood glucose levels. SRE promotes oxygen consumption and it inhibit
fat accumulation.
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第 4 章 DNA マイクロアレイを用いたサラシア幹抽出液のゲノミクス
（genomics）食品安全性評価 
 
第 1 章から第 3 章にかけてサラシアの食品機能性評価として、SRE による血糖値調節
機構を解析し、SREによる内臓脂肪蓄積抑制作用の作用機構の一部を明らかにした。 
サラシアは、スリランカの伝統医学アーユルベーダにおいて糖尿病などに有効であると
伝承されており、民間療法として用いられてきた歴史がある。現在もスリランカの市場で
はサラシア幹粉砕物を配合したハーブティーなどが一般的に売られている。また、サラシ
アはスリランカ以外の米国や日本などの先進諸国において、健康食品として広く普及して
おり、健常人がフードサプリメントとして容易に購入し健康増進の目的で飲用する機会が
増加している[67]。しかし、サラシアはスリランカにおいて食経験はあるものの、その安
全性に関する研究は少なく、遺伝子発現レベルでの安全性評価は未だ行われていない。 
本章では、DNAマイクロアレイを用いてSRE投与によるマウス肝臓の遺伝子発現量に
及ぼす影響を解析し、SREのゲノミクス（genomics）食品安全性評価とした [54]。 
 
第1節 マウスの耐糖能に及ぼすサラシア幹熱水抽出液の影響 
 
健康増進を目的としたサラシアの需要が拡大していることから、正常モデルマウスとし
て C57BL/6J マウスを用いて実験を行った。 5 週令の雄性 C57BL/6J マウスに SRE
（SRED 0.45 mg/ml）を飲水として3週間投与した。実験期間の飲水量は約100 ml（SRED
として約45mg）であった。コントロールとしては純水を投与した。 
投与期間、SREの投与により体重増加量は減少傾向であったが、コントロールに比べて
有意差はなかった（Table 7）。また、肝臓重量、空腹時血糖値に関してもSREによる影響
は認められなかった。さらに、肝障害の指標である血清中ののアスパラギン酸アミノトラ
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ンスフェラーゼ（AST）活性及びアラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）活性に関し
ても、SRE投与による影響は認められなかった（Table 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SRE の投与を開始して 2 週間目に、経口糖負荷試験（Oral Glucose Tolerance Test, 
OGTT）を実施した。OGTT試験は16時間の絶食後に行った。マウスにSREと純水（コ
ントロール）を各 2々00 μl経口投与した後、体重1 kg当たり2 gのグルコースを経口投与
し、各時点での血糖値を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20.   Influence of SRE on 
the blood glucose levels during the 
oral glucose tolerance test (OGTT). 
OGTT was performed on 
C57BL/6J mice administered with 
SRE or distilled water for drinking 
for 4 weeks. After 16 h of fasting, 
glucose (2 g/kg) was administered 
orally. Before administering 
glucose, the control mice were 
administered 200 μL of distilled 
water and the SRE treated mice 
were administered 200 μL of SRE. 
Each point represents the mean ±
SD n = 6-8( )  
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OGTT試験の結果をFig. 20に示した。SREによる血糖値の上昇及び降下はコントロー
ルに比べ緩慢ではあったが、投与後 120 分ではほぼ同様の傾向を示した。このことから
SREには、マウスの耐糖能に影響を及ぼすような重要な毒性はないと考えた。 
 
第 2 節 DNA マイクロアレイ解析を用いたサラシア幹熱水抽出液のゲノミクス
（genomics）食品安全性評価 
 
SREの投与は、C57BL/6Jマウスの体重増加量、肝臓重量、空腹時血糖値、そして肝障
害の指標である血中のAST活性およびALT活性、さらに耐糖能に影響を及ぼすような重
要な毒性は認められなかった。次に、SRE のゲノミクス（genomics）食品安全性評価と
して、DNAマイクロアレイを用いて肝臓の遺伝子発現量に及ぼすSREの影響を解析した。  
SREを3週間投与した後、肝臓の tatal RNAを抽出し、SREとコントロール各 6々匹
分の total RNA を混和し、DNA マイクロアレイ解析に供した。DNA マイクロアレイは
Affymetrix社のGeneChhipを用いた。 
「Affymetrix Microarray Suite 5.0」を用いて解析した結果、12490個の遺伝子が検出さ
れ、その中で、SREとコントロールの両方で「Present」と判定された遺伝子は5808個
であった。これらの遺伝子を10種類のカテゴリーに分類し、変動した遺伝子の数をTable 
8に示した。カテゴリーの分類は「transcription」(818)、「cell function」(705)、
「inflammatory/immune response」(110)、「metabolism」(xenobiotic, glutathione, 
carbohydrate, lipid, catecholamine, etc.) (1403)、「angiogenesis」(59)、「transport」(814)、
「stress response」(39)、「ribosomal proteins 」(34)、そして「others」（522）とした。
また、未だ機能が明らかになっていない遺伝子を「unknown」(1363)とした。これら遺伝
子の中で、コントロールに比べSREの投与により遺伝子発現強度が2倍以上の遺伝子が
194個、1/2倍以下の遺伝子が13個であった。次に、各カテゴリーに含まれる遺伝子の数
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と変動した遺伝子の数を用いて｢National Institute of Allergy and Infections Disese｣   
（NIAID）の「Database for Annotation, Visualization, an Integrated Discovery 
(DAVID)」[68]を用いて「Expressio analysis systemic explorer (EASE)」(Fisher Exact 
Test) [69]による統計解析を行った。 解析結果（「EASE score」）をTable 8に示した。 各
カテゴリーの「EASE score」は有意差（< 0.05）が認められなかった。この結果から、SRE
の投与は上記のカテゴリーに含まれる遺伝子の発現量に有意な影響を与えないと考えた。 
次に、oncogeneおよびantioncogeneの遺伝子発現量に及ぼすSREの影響を検討した。
SREはTable 9に示した29個のoncogeneおよび12個のantioncogeneの遺伝子発現量
に影響を及ぼさなかった。 
さらに、薬物代謝酵素の遺伝子発現量に及ぼす影響を検討した。 薬物代謝酵素には大き
く分けて2段階の酵素が存在する。第1段階の薬物代謝酵素は第1相酵素とよばれ、代表
が肝臓のミクロソームなどに存在するチトクローム P450（CYP）とよばれる酵素群で、
第 2 段階の薬物代謝酵素（第 2 相酵素）には抱合系解毒酵素のグルタチオン S-トランス
フェラーゼ（GST）などが含まれる。CYP について解析した結果、今回検出された遺伝
子は30個であった。SREはその中で26個のCYP遺伝子の遺伝子発現量には影響を及ぼ
さなかった。コントロールに比べSRE投与により遺伝子発現量（「SRE/Control Ratio」）
が2倍以上の遺伝子はCYP51, CYP2C70, CYP2a5で、1/2倍以下の遺伝はCYP7b1であ
った (Table 10)。 次に、GSTについて解析した結果、今回検出された遺伝子は20個で、
コントロールと SRE の両方で｢Present｣と判定された遺伝子は 18 個であった。 
「SRE/Control Ratio」が2倍以上の遺伝子はGstm2、Gsta4、Gstm5、Gstt1、Gsta2、
Gstm6であった (Table 11)。 
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Table 8.  Gene expression in C57BL/6J mice treated with SRE 
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 Table 8.  Continued 
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Table 8.  Continued 
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 Table 8.  Continued
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 9. The gene expression of the oncogenes and anti-oncogenes.
 Oncogene Anti-oncogeneOncogene ChngeChngeChnge
alk
aml1
cbp/p300
cyclin D1
e2f
erbA/ear
erB
ets
evi-1
fos
fms
fps/fes
gadd45
gap
hst-1/fgf4
NC NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
ink4
jun
kit
maf
mdm2
met
myc
os
p21
raf
ras
src
vav
wnt
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
asp
brcaA1
dcc
fhit
i(2)gl
nf1
nf2
p16
p53
p107/p130
rb
wt1
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
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  Table 10. The gene expression of the cytochrome p450 enzymes
Genes Change Genes Change
CYP1A2
CYP2A5
CYP2A12
CYP3A11
CYP3A13
CYP3A25
CYP4A10
CYP4A12
CYP4A14
CYP7A1
CYP17A1
CYP21A1
CYP26A1
CYP2B10
CYP4B1
CYP7B1
CYP8B1
CYP2C38
CYP2C39
CYP2C54
CYP2C70
CYP2D9
CYP2D10
CYP2D26
CYP2E1
CYP2F2
CYP4F13
CYP2J5
CYP4V3
CYP51
NC
NC
NC
3.06
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
0.45
NC
NC
NC
NC
3.01
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NCNC
2.43
(hCYP1A2)
(hCYP3A4)
(CYP2E1)
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 Table 11. The gene expression of the glutachione S-transferases
Gene SRE/Control Ratio
1.5
2.8
1.6
1.9
1.7
5.1
1.4
1.0
0.8
2.1
4.2
1.8
2.4
glutathiones S-transferase, mu2
1.9
1.5
0.9
1.4
Affymetrix ID
93009_at
93015_at
93543_f_at
96085_at
96670_at
97819_at
99583_at
100629_at
100630_f_a
104603_at
95019_at
101872_at
104636_at
97681_f_at
glutathiones S-transferase, alpha3
glutathiones S-transferase, mu1
glutathiones S-transferase, alpha4
glutathiones S-transferase, kappa1
glutathiones S-transferase, omega1
glutathiones S-transferase, pi1
glutathiones S-transferase, mu5
glutathiones S-transferase, theta2
glutathiones S-transferase, theta1
glutathiones S-transferase, alpha2
glutathiones S-transferase, mu6
glutathiones S-transferase, mu6
glutathiones S-transferase, mu3
glutathiones S-transferase, mu3
glutathiones S-transferase, zeta1
glutathiones S-transferase, mu2
glutathiones S-transferase, mu5
161357_r_at
160350_at
97682_r_at
2.9
104637_at
GSTa4
GSTm5
GSTt1
GSTa2
GSTm6
GSTm2
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第3節 本章の小括および考察 
 
食品機能性評価の方法は、in vitro から in vivoまで多彩であるが[70]、栄養学研究にお
いて、ハイスループットな遺伝子工学的手法を用いて研究を行うニュートリゲノミクスが
着目されている[71]。近年、DNAマイクロアレイ解析法は食品や天然化合物などの食品安
全性評価において、有用なツールとして広く用いられている[72, 73]。 
サラシアによる食品安全性評価に関する研究は少なく肝臓の遺伝子発現レベルでの研究
は未だ行われていない。サラシアの安全性評価としては、ラットを用いた 13 週間反復投
与毒性試験[74]やモルモットを用いた抗原性試験や光毒性試験[75]などが行われているが、
そのどれもが限定された影響を評価するものであり、複数の影響を一度に評価するのは困
難である。   
本研究では、DNAマイクロアレイを用いてマウス肝臓の遺伝子発現量に及ぼすSREの
影響を網羅的に解析し、SREのゲノミクス（genomics）食品安全性評価とした。 
本章の結果、SREはマウスの体重増加量、空腹時血糖値、肝臓重量、肝障害の指標であ
る血中のAST及びALT活性、さらに耐糖能にも影響を及ぼさなかった。 
DNA マイクロアレイ解析の結果、SRE は EASE（DAVID）による統計解析で、
「transcription」、「cell function」、「inflammatory/immune response」、「metabolism」
(xenobiotic, glutathione, carbohydrate, lipid, catecholamine, etc.)、「angiogenesis」、
「transport」、「stress response」、「ribosomal proteins 」、「others」、「unknown」のカ
テゴリーに分類される遺伝子の遺伝子発現量に有意な影響を及ぼさなかった。加えてSRE
は、「alk」、「cyclin D1」、「erbA/ear」、「erB」、「fos」、「jun」、「myc」、「ras」、「src」を含
む 29 個の oncogene、「p16」、「p53」、「p170/p130」、「rb 」、「wt1」を含む 12 個の
antioncogeneの遺伝子発現量にも影響を及ぼさなかった。 
次に、SREの薬物代謝酵素の遺伝子発現量に及ぼす影響を検討した。ヒトの薬物代謝に
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関与する CYP の数は 50 以上といわれているが、その中で、CYP1A2、 CYP2C9、 
CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、CYP3A4の6種類が薬物代謝の90％以上に関与すると
いわれている[76]。その中でもCYP3A4とCYP２D6が最も多く薬物代謝に関与している
ことが報告されている[77]。SRE の投与はヒトの CYP1A2、CYP2E1、CYP3A4 に相当
するマウス遺伝子の遺伝子発現量に影響を及ぼさなかった。また、ヒトの CYP2C9、
CYP2C19、CYP2D6に相当するマウスの遺伝子は今回検出されなかった。SREの投与に
より遺伝子発現量が変動したマウスの CYP51、CYP2C70、CYP2a5 および CYP7b1 に
ついては、未だ詳しい機能が解明されておらず、今後の検討課題である。  
SREはGstm2、Gsta4、Gstm5、Gstt1、Gsta2、Gstm6などのGST遺伝子発現量を
増加させた。肝障害を起こすといわれている食品としては、コンフリー（Symphytum 
officinale）、ノニ（Morinaga citrifolia）、ブラックコホッシュ（Cimicifuga racemosa）な
どが知られている [78-81]。これらの食品は、一般的にCYPおよびGSTなどの薬物代謝
酵素の遺伝子発現量を20～100倍の範囲で変化させることが報告されている[78, 79]。し
かし、SREによるCYPおよびGST遺伝子発現量の変化はいずれも2～5倍の範囲であり、
今後RT-PCRなどの詳しい検討が必要であると考えられるが、この範囲の遺伝子発現量の
変化が、直ちに実際の代謝に影響を及ぼす可能性は極めて低いと予想される。 また、本実
験においてSREはAST活性及びALT活性に影響を及ぼさなかった。 加えてSREによ
る肝保護および抗酸化作用が肝障害モデルマウスを用いた実験で報告されている[34]。こ
れらの結果から、今後更なる詳しい検討が必要ではあるが、SREが肝障害を起こす可能性
は極めて低いと判断した。 
本章のゲノミクス（genomisc）食品安全性評価の結果、SRE はEASE score による統
計解析の結果、肝臓の遺伝子発現量に有意な影響を及ぼさないと判断した。さらに、SRE
による肝障害の可能性も極めて低いと判断した。 
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Figure 21. Genomics safety evaluation of SRE in 
normal mice. 
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総括 
 
本研究は、スリランカ原産植物であるサラシア・レティキュラータ（サラシア）による 
食品機能性評価を目的に実験を行った。すなわち、サラシアの機能性食品としての科学的
根拠を明らかにするために、DNAマイクロアレイ解析法やRT-PCR法などの遺伝子工学的
手法を用いてメカニズムの解明を行った。先ず、サラシアによる血糖値調節機構を解析す
るために、マウス肝臓の遺伝子発現量に及ぼすサラシア幹熱水抽出液（SRE）の影響を解
析し、in vitroでSREによる遺伝子発現量の調節機構を検討した。また、in vitroおよびin 
vivoでSRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検討を行い、空腹時
に肝臓から放出が抑制された糖の代謝経路を明らかにするために、in viv で酸素消費量
（VO
o
2，oxygen consumption）および呼吸商（respiratory quotient）を解析した。さら
に、サラシアによる内臓脂肪蓄積抑制作用のメカニズムを解析するために、脂肪組織に及
ぼすSREの影響を検討した。加えて、機能性食品としてのサラシアの安全性を評価するた
めに、マウス肝臓の遺伝子発現量に及ぼす影響を検討し、SREのゲノミクス（genomics）
食品安全性評価とした。 
本研究に基づき、以下の諸点を明らかにすることができた。 
 
1.  SREは2型糖尿病モデルマウスにおいて、空腹時血糖値を有意に降下させ、その作
用機構として消化管でのα-グルコシターゼ阻害作用以外の可能性を示すことができ
た。 SRE は 2 型糖尿病モデルマウスにおいて、DNA マイクロアレイ解析の結果、
肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の発現量に影響を及ぼし、DNA マイクロアレイ解析
法とRT-PCR法の二つの解析法において、 糖新生の律速酵素であるFBPの遺伝子発
現量を減少させることを見出した。このことから、SRE はFBP の遺伝子発現調節を
介して糖新生を抑制し、空腹時血糖値を降下させる可能性があることを示すことがで
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きた。 
2.  SRE はマウス培養肝細胞株（IMH2）において、培養細胞に作用後 4 時間で FBP 
mRNA量を減少させ、その作用機構としてSREがFBP mRNAの不安定化（分解）
を促進している可能性を示すことができた。このことにより、SRE によるFBP 遺伝
子発現量の調節機構の一部を明らかにした。  
3.  SRE中に含まれるポリフェノール類の一種であるmangiferinは、in vitroにおいて
FBP mRNA量を濃度依存的に減少させ、in vivoにおいて2型糖尿病モデルマウスの
空腹時血糖値を有意に降下させた。このことから、SRE中に含まれる空腹時血糖値降
下作用を有する機能性成分の一つとして mangiferin が考えられた。 すなわち、
mangiferinは肝細胞に直接作用し、FBP mRNAの不安定化（分解）を促進すること
により、糖新生を抑制し、空腹時血糖値を降下させると考えられ、サラシアによる血
糖値調節機構の一部を明らかにした。 
4.  SREはin vivoにおいて、普通食と高脂肪食の両群でVO2を有意に促進したことから
エネルギー代謝を促進すると考えられ、RQのデータから空腹時にエネルギー源として
糖の分解を促進することを見出した。このことにより、空腹時に肝臓から放出が抑制
された糖は、肝臓で分解されると考えられ、SREによる血糖値調節機構の一部を明ら
かにした。 
5.  SREは in vivoにおいて、普通食と高脂肪食の両群で内臓脂肪蓄積量を有意に減少
させ、体重増加量を有意に減少させた。SREは褐色脂肪細胞の大きさには影響を及ぼ
さなかったが、白色脂肪細胞の大きさを有意に縮小させた。SREによる内臓脂肪蓄積
抑制作用のメカニズムの一つとして、SREによる糖の分解促進作用が考えられ、SRE
による糖・脂質代謝改善作用の可能性を示すことができた。 
6.  正常モデルマウスにおけるゲノミクス (genomisc) 食品安全性評価の結果、SREは
EASE 解析でマウス肝臓の遺伝子発現量に有意な影響を与えず、29 個の oncogene、
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12個のantioncogeneの遺伝子発現量にも影響を及ぼさなかった。また、30個のCPY
遺伝子中26個のCYP遺伝子に影響を及ぼさず、特に最も多くの薬物代謝に関与する
といわれているヒトのCYP3A4などに相当するマウスのCYP遺伝子の遺伝子発現量
に影響を及ぼさないことを見出した。本実験により、SREによる肝障害の可能性は極
めて低いと判断した。 
 
本研究により、サラシアによる血糖値調節機構の一部を明らかにできた。すなわち、サ
ラシアは糖新生の律速酵素であるFBP mRNAの不安定化（分解）を促進することにより
糖新生を抑制し、同時にRQのデータから糖の分解を促進することにより、空腹時血糖値
を降下させることを見出した。また、サラシア中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有す
る機能性成分の一つとしてmangiferinを見出した。さらに、サラシアによるVO2促進作用
は顕著で、サラシアが内臓脂肪の蓄積を抑制し、白色脂肪細胞の大きさを縮小させること
を見出した。サラシアによる内蔵脂肪蓄積抑制作用の作用機講の一部として、糖の分解促
進作用が考えられ、サラシアによる糖・脂質代謝改善作用の可能性を示すことができた。 加
えて、サラシアのゲノミクス(genomics) 食品安全性評価を行うことにより、マウス肝臓の
遺伝子発現レベルでのサラシアの安全性を示した。これらの結果から、サラシアが機能性
食品素材として有効性が高いことを示すことができた。 
今後、本研究の知見が、科学的根拠（エビデンス）に基づいた機能性食品の開発と普及
に貢献し、サラシアが2型糖尿病における血糖調節の改善及び高脂肪食による糖・脂質代
謝の改善に役立つことを期待している。 
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実験の部  
 
第1章  
 
第1節 サラシア幹熱水抽出液及びサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物の作製 
     
① サラシアの鑑定 
スリランカ原産サラシア・レティキュラータ（以下サラシア）幹はアーユル
ベーダコタラヒムブツ協会（Tokyo, Japan）より供与された。植物体の鑑定は、
スリランカ産業技術研究所ハーブ技術部門 （Herbal Technology Section, 
Industrial Technology Institute, Colombo, Sri Lanka）G.A.S. Premakumara
博士が行った（Fig. 20）。 
 
② サラシア幹熱水抽出液およびサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物の作製 
サラシア幹（葉及び葉柄を取り除いた幹のみ）粉砕物を用いた。サラシア幹
粉砕物12 gを純水1.5 Lを用いて90℃で2時間煮沸し、温時濾別後、濾液を
3000 ×gで10分間遠心分離し、得られた上清をサラシア幹熱水抽出液（SRE）
とした。SREを凍結乾燥（Freeze Dryer System, Labconco, Kansan City, MO, 
USA）して得られた凍結乾燥物をサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物（SRED）
とした。SRE 1mlからは約0.45 mgのSREDが得られた。 
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Figure 22.  Identification of Salacia reticulata.The plants was 
dentified by Dr. G.A.S. Premakumara, Herbal Technology Section, 
ndustrial Technology Institute in Colombo, Sri Lanka.
i
I
 55 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Salacia reticulata (dried stems)
　　　　　　　12 ｇ
bolded with water of 1.5 L for 2 h     
residue extract
centrifuged for 10 min at 3000×ｇ
residue supernatant （SRE）
SRE dry matter （SRED）
　freeze-dried using 
　a freeze dryer 
SRED 0.45 mg /SRE 1ml  
 
Figure 23.  Preparation of SRE and SRED from the stems of
Salacia reticulata.
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第2節 実験動物と処置 
 
① 実験動物と飼料 
日本クレア社（Tokyo, Japan）より購入した4週令の雄性KK-Ayマウスを使用し
た。1 週間の馴化飼育後、5 週令から高脂肪飼料を摂取させた。高脂肪飼料は日本ク
レア社製クイックファット（粗脂肪＝15.3％、脂肪エネルギー比＝32.3％、
425kcal/100g）を用いた。 
室温 25 ± 3℃、湿度 50 ± 5％、明暗サイクル 12 時間（明期 7:00-19:00）環境
で飼育し、7 週年令からは単独飼育とした。動物実験は城西大学生命科学センター動
物実験規範に従って行った。 
 
② 実験飼育 
糖尿病発症初期を想定しての検討 (空腹時血糖値200mg/dlレベル) 
5 週令からの4 週間、SRE、市販の桑茶抽出液（KW）および純水を飲水として投
与した（各群ともn = 6）。飼料は自由摂取とした。実験飼育中は経時的に体重及び空
腹時血糖値を測定した。実験飼育終了後、12 時間の絶食後に頚椎脱臼法にて屠殺し、
肝臓を摘出し、RT-PCR法に供した。 
糖尿病発症後期を想定しての検討 (空腹時血糖値500mg/dlレベル) 
8週令からの4週間、SRE、KW、塩酸メトホルミン（SIGMA）および純水を飲水
として投与した(各群ともn = 6)。 実験飼育中は経時的に体重及び空腹時血糖値を測
定した。実験飼育終了後 12 時間の絶食後に頚椎脱臼法にて屠殺し、肝臓を摘出し、
DNAマイクロアレイ解析およびRT-PCR法に供した。 
・桑茶抽出液  
株式会社アムコより購入した市販の桑茶（桑の葉及び葉柄の加工製造品）20 g
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を、純水2 Lを用いて30分煮沸し、温時濾別した濾液を桑茶抽出液とした。 
・ 塩酸メトホルミン（1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride）(SIGMA社製) 
 塩酸メトホルミンを純水に溶解し、1日にマウス体重 1kgに対して100 mgを
投与した。 
 
③ 空腹時血糖の測定 
10 時間の絶食後に、マウスを捕縛器具で固定し尾静脈より血液を採取した。 測定
は、簡易血糖値測定器グルコカードダイアメーター（アークレイ株式会社製）を用い
て行った。 
 
第3節 DNAマイクロアレイ解析及びRT-PCR法 
 
① 試薬 
total RNAの抽出およびRT-PCR法 
TRIZOL Reagent、 Super ScriptTM ⅡRNase H－ Revers Transcriptase、DNase
はinvitrogen社製を、 Diethyl pyrocarbonate、Tris、EDTAはSIGMA社製を使用し
た。 Ex Tagポリメラーゼ、Oligo (dT)、λ-EcoT141 digest、Φ×174 Hae Ⅲ digest、 
Agarose LO3 はタカラバイオ株式会社製を使用した。dNTP Sequencing Greade 
Solution dNTP´sはAmersham Biosciences社製を、ethidium bromideはGIBCO 
BRL社製を用いた。 その他の試薬は和光純薬の特級試薬を用いた。 
 
DNAマイクロアレイ解析 
DNAマイクロアレイはAffymetrix 社製のGeneChip Murine Genome U74A ア
レイ[82]を購入した。 実験操作は、Invitrogen社製 Life Technologies Super Script 
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Choice System (18090-019)、Affymetrix 社製 GeneChip Sample Cleanup Module、
Affymetrix 社製 Enzo Bio Array High Yield RNA Transcript Labelling Kitを用い
た。 
 
②  total RNAの抽出 
total RNAの抽出は「manufactureer’s instructions」に従って行った。4週間の飼
育終了後にマウスを12時間絶食させ、頚椎脱臼法にて屠殺後、肝臓を摘出した。0.05 
gの肝臓を秤量後2.0 ml Microcentrifuge Tubeに採りTRIZOL Reagent 750 μlとと
もにホモゲナイズ（マイクロテック･ニチオン PHYSCOTRON NS－350D (株)）し
た。 各サンプルは、液体窒素で速やかに凍結し、実験時まで－80 ℃（ SANYO 
URTRO LOW MDF－382）で保存した。total RNAの抽出は、TRIZOL Reagent 750 
μlを追加し、タンパク質を変性後、TRIZOL Reagent 試薬の5分の1容のクロロホ
ルムで抽出し、水層を1容の2-プロパノールで沈殿させた。 沈殿物を70 ％ エタノ
ール で3回洗浄後、70％ エタノールを取り除きDEPC (Diethyl pyrocarbonate)処
理滅菌水に溶解した。total RNA 抽出液を UV (260 nm) 測定（UV－VIS 
SPECTROPHOTOM ETER UV mini 1240 SHIMAZU）し、RNA濃度を求めた
後DEPC処理滅菌水を用いて1 μg/μlに調整した。 
 
③  DNAマイクロアレイ解析 
   実験は、Affymetrix社の「Protocol for GeneChip Expression Analysis」に従って行 
った。6匹のマウスの肝臓から抽出した同量の total RNAを混和し、RNA量として 
10μgを実験に共した。T7-(dT)24プライマーで逆転写した後、「Invitrogen Superscript  
Choice System」を用いて2本鎖ｃDNAを作製した。次に、ビオチンラベル化ｃRNA 
を合成した後に断片化した。断片化ｃRNAをハイブリダイゼーションした後、洗浄、 
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染色を施し、画像をAffymetrix社の「Microarray Suite 5.0 software」を用いて解析し 
た。Hierarchical clustering 解析は、｢SpotFire DecisionSite7.1 Function Genome  
Programe｣を用いた。 
 
④  RT-PCR法 
  total RNA抽出液中に含まれているDNAを除去するため、DNase処理を行った。 
次に、total RNA抽出液1 μgをOligo (dT) 及び逆転写酵素（Super ScriptTⅡRNase H 
－ Revers Transcriptase）で逆転写酵素反応法（Reverse Transcriptase RT）を行い、
ｃDNAを作製した。RTの条件は 50℃ 60 min、99℃ 3min で行った。Polymerase 
Chain Reaction (PCR) 反応は定法に従いTable 9 のプライマーとEx Taqポリメラーゼ
（TAKARA）を用いて行った。 
得られたPCR産物を1.5％アガロース（TAKARA）ゲルにて100Vで20分電気泳動 
（Mupid ミニゲル泳動槽(ADVANCE Co,Ltd)）し、エチジウムブロマイド溶液 (10 
mg/ml )で、15分染色した後、245 nmの紫外線照射下 (3 UV トランスルミネータ)で
バンドを確認し、ポロライドカメラPolapan 663 白黒インスタントパックフィルムを用
いて、泳動画像を撮影した。泳動写真をフラッドヘッドスキャナーでデジタル画像化し、
画像分析ソフトNIH-imageを用いて数値化した。 
 
⑤ 統計処理 
統計処理はソフトウェアパケージSPSS version 9.0 for Windows ( SPSS Japan 
Inc.) を用いて行った。2群間の有意差検定はStudent，t-testを用いた。検定は危険率
5％未満を有意とした。 
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5´‐ CTACAGAACAGGCCAGGGCA‐3´
Table 10. 　PCR-primers
Gene Sequence
GAPDH
FBP1
G6P
FBP2
UCP2
5´‐ATGAGGTCCACCACCCTG‐3´
5´‐ TTG ACCTCAACTACATGG‐3´
5´‐TCACTTGGCTTTGTGCTT‐3´
5´‐GCAATGGCGAACCATGCG‐3´
5´‐AACTCCCAGGACTGGTT‐3´
5´‐GGATGTGGCTGAAAGTTTC‐3´
5´‐TCAATTGACAAAGACAAAGG‐3´
5´‐ACAATGACGGACAGAAGC‐3´
5´‐ CCTGCATTGCAGATCTCATC‐3´
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
 
第2章 
 
第1節 マウス培養肝細胞株 IMH2 を用いた in vitro実験系 
 
① 試薬 
Mangiferin (from Mangifera indica bark)、(-)-epicatechin、(-)-epigallocatechinは
SIGMA社製を用いた。CAS Registry Numberは各 4々773-96-0、490-46-0、970-74-1
である。 
 
② 細胞培養 
マウス培養肝細胞株は温度感受性突然変異株 SV40 TAｇ遺伝子（temperature- 
sensitive large T-antigen gene）を導入したH-2Kb-tsA58トランスジェニックマウス
より樹立された培養肝細胞株である IMH2 を用いた。 細胞培地は ASF 培地 104
（Ajinomoto Helth Supply）を用い、5% Foetal Bovine Serum (FBS, GIBCO BRL)
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を添加した。 培養（増殖）は33℃ 5％ CO2の条件で、実験は37℃ 5％ CO2の条
件で行った。継代は0.25％ trypsin-0.02% EDTA solution（Sigma Aldrich）を用い、
2～3日毎に行った。 
 
③ MTT Assay 
IMH2を5×103 cells/wellずつ、96穴細胞培養用マイクロテストプレートに播種し、
24 時間後にSRED添加培地へ培地交換し、3 日間培養した。 培地に添加したSRED
溶液はSREDをdimethyl sulphoxide（DMSO）に溶解後、0.20 μｍ径フィルタ  ー
(sartorius minisart RC15)で濾過滅菌したものを用いた。 培養後、Cell Counting 
Kit-HS (DOJINDO ) 試薬を培地の1/10量添加し、33℃ 5% CO2 存在下で2 時間
静置し、プレートリーダ Wallac 1420ARVO.SX multilabel counter (WALLAC OY)
を用いて、波長450nmで測定した。各測定値は、溶媒のみを添加した測定値で除し、
相対値を算出し比較した。 
 
④ FBP mRNA量の定量 
IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時間後
80％コンフルントの細胞に、SRED溶液を添加した無血清培地（終濃度1 μg/ml）へ
交換した。37℃ 5% CO2 存在下で 4 時間静置し、PBS溶液で洗浄後にTRIZOL 
Reagent試薬を用いてtotal RNAを抽出した。total RNA抽出液中に含まれている
DNAを除去するため、DNase処理を行った。次に、total RNA抽出液1 μgをOligo (dT)
及び逆転写酵素で逆転写酵素反応法（RT）を行い、ｃDNAを作製した。RTの条件は
50℃ 60 min、99℃ 3 min で行った。PCR反応は定法に従い以下のプライマーとLa
Taqポリメラーゼ（TAKARA）を用いて行った。得られたPCR産物を3.5％アガロー
ス（nusieve GTG Agarose CAMBREX）ゲルにて100Vで20分電気泳動（Mupidミ
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ニゲル泳動槽 (ADVANCE Co,Ltd)）した後、上記と同様の操作を行いFBP mRNA
量を解析した。 
 
FBP foward  5´-AACGGATATCAGCACCCTGAC- 3´ 
    reverse 5´-ACCATAGAGCTGTGCGATGC- 3´ 
 
⑤  FBP 遺伝子発現量の調節機構 
IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時間
後80％コンフルントの細胞にRNA合成阻害剤でるアクチノマイシンD (Act D, 終濃
度2.5 μg/ml)またはタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CFX, 終濃度5 
μg/ml）を添加した無血清培地に交換し、37℃ 5% CO2 存在下で 1 時間静置した。
Act Dを作用させた細胞には、SRED（終濃度1 μg/ml）とAct D (終濃度2.5 μg/ml) を、
CHXを作用させた細胞にはSRED（終濃度1 μg/ml）とCHX（終濃度5 μg/ml）を、
そしSRED（終濃度1 μg/ml）のみを添加した無血清培地に交換し37℃ 5% CO2 存
在下で4時間静置した。total RNAの抽出、RT-PCR、電気泳動、エチジウムブロマ
イド溶液による染色および画像解析は上記と同様の操作を行った。 
 
⑥ 空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検討 
IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時間
後 80％コンフルントの細胞にmangiferin (SIGMA), (-)-epicatechin (SGMA), 
(-)-epigallocatechin (SIGMA) (各々終濃度 1×10-10M)を添加した無血清培地に交換
した後37℃ 5% CO2 存在下で4時間静置した。total RNAの抽出、RT-PCR、電気
泳動、エチジウムブロマイド溶液による染色、および画像解析は上記と同様の操作を
行った。 
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IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時 
間後80％コンフルントの細胞にmangiferin (終濃度1×10-12 M～1×10-9 M)を添加し
た無血清培地に交換した後3７℃ 5% CO2 存在下で4時間静置した。total RNAの抽
出、RT-PCR、電気泳動、エチジウムブロマイド溶液による染色、および画像解析は
上記と同様の操作を行った。 
 
第2節 実験動物と処置 
 
① 実験動物と飼料 
日本クレア社（Tokyo, Japan）より購入した4週令の雄性KK-Ayマウスを使用し
た(各群n = 6)。1週間の馴化飼育後、5週令から糖尿病を発症させる目的で、5週間
高脂肪飼料を摂取させた。高脂肪飼料は日本クレア社製クイックファットを用いた。
飼料の摂取は自由摂取とした。 
室温 25 ± 3℃、湿度 50 ± 5％、明暗サイクル 12 時間（明期 7:00-19:00）環境
で飼育し、7 週令からは単独飼育とした。動物実験は城西大学生命科学センター動物
実験規範に従って行った。 
 
② 実験飼育 
10週令からの1週間、1日にマウス体重1 kgに対して5 mg (MG5群)または25 mg 
(MG25 群)の mangiferin（SIGMA）を純水に溶解して飲水として投与した。コント
ロール (C群)としては、純水を投与した。実験飼育中は経時的に体重を測定した。実
験飼育終了後に屠殺後、肝臓を摘出し、RT-PCR法に供した。 
 
③ 空腹時血糖値の測定 
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空腹時血糖値の測定は、投与開始2日目と5日目に行った。測定は、10時間の絶食
後に、マウスを捕縛器具で固定し尾静脈より血液を採取し、簡易血糖値測定器グルコ
カードダイアメーター（アークレイ株式会社製）を用いて行った。 
 
④ RT-PCR法 
total RNAの抽出、RT-PCR、電気泳動、エチジウムブロマイド溶液による染色、
および画像解析は第1章と同様の操作を行った。 
 
第3章 
 
第1節 間接的熱量測定法による酸素消費量および呼吸商の解析 
 
① 実験動物と飼料 
東京実験動物社（Tokyo, Japan）より購入した4週令の雄性C57BL/6Jマウスを使
用した。1週間の馴化飼育後、5週令から4群 (各群 n = 7)に分けた。飼料は、AIN93G
飼料を基本組成とし、脂質含有量の異なる2種類の飼料（普通食N、高脂肪食HF）
を作製した。 Nの脂質含有量は6% (w/w)、脂質エネルギー比は13.8%で、HFの脂
質含有量は35% (w/w)、脂質エネルギー比は53.0%であった。 N群およびHF群に
0.1% のサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物（SRED）を添加した飼料を作製し、
N+SREDおよびHF+SREDとした。マウスを4群 (N、N+SRED、HF、HF+SRED) 
に分け、各飼料を各 9々週間摂取させた。飼料の詳しい組成をTable 13に示した。 
室温25 ± 3℃、湿度50 ± 5%、明暗サイクル12時間（明期7:00-19:00）環境で
飼育した。動物実験は城西大学生命科学センター動物実験規範に従って行った。 
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② 酸素消費量（VO2）および呼吸商（RQ）の解析 
給餌開始は19:00とし、毎日飼料摂取量を測定した。体重は経時的に測定した。実
験飼料の給餌を開始して6週間目から、小動物用代謝測定システム（MK-5000RQ、
Muromachi）用いて呼気中の気体組成を測定し、VO2及びRQを解析した。呼気の測
定は給餌後19:00から、暗期（19:00-07:00）、明期（7:00-19:00）の12時間サイクル
で24時間行った。 小動物用代謝測定器は流速400 ml/minに設定し測定は3分毎に
行った。普通食群 (N、N+SRED)、高脂肪食群（HF、HF+SRED）各 3々 回ずつ測
定を行い、VO2及びRQの平均値を算出した。 
実験飼育終了後、ジエチルエーテル麻酔下で大静脈より血液を採取後、肝臓、睾丸
周囲白色脂肪組織、腎周囲白色脂肪組織、褐色脂肪組織を摘出し、肝臓および白色脂
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肪組織重量を測定した。 
 
③ 血中パラメーターの定量 
採取した血液はプラスチックチューブに入れ 30 分間室温で放置した後、遠心分離
（6000×ｇ、4℃、30 min）により血清を得た。血清中のグルコース濃度はグルコー
スC2-テストワコ （ー和光純薬 (株)）、トリグリセリド濃度はTG E-テストワコ  ー (和
光純薬 (株)）、遊離脂肪酸濃度はNEFA C-テストワコー分析キット （和光純薬 (株)）、
インスリン濃度はマウスインスリンELISA kit (Shibayagi)を用いて定量した。 
 
④ 脂肪細胞サイズの測定 
褐色脂肪組織細胞および睾丸周囲白色脂肪組織細胞を 4％パラフォルムアルデヒド
で固定後、オイルレッド O 溶液で染色した。 染色は、各サンプルを純水で洗浄(30
秒)し、60%イソプロパノールを浸透（1分）させ、オイルレッドO染色液で染色（37℃ 
15分）後、60%イソプロパノールで分別（2分）し、純水で洗浄（3分）した。細胞
の写真は、OPIMPUS SC35 TYPE12 を用いて撮影した。脂肪細胞の直径をスケー
ルで測定後、平均値を算出した。 
 
⑤ 統計処理 
統計処理はソフトウェアパケージSPSS version 9.0 for Windows (SPSS Japan 
Inc.) を用いて行った。実験によって得られた数値は平均値 ± SDで示した。2群間の
有意差検定はStudent，t-testを用いた。検定は危険率5％未満を有意とした。 有意差
検定は一元配置分散分析（ANOVA）の後、Tukey’s least significant test により多重
検定比較を行った。 
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第4章  
 
第1節 実験動物と処置 
 
① 実験動物と飼料 
東京実験動物社より購入した4週令の雄性C57BL/6Jマウスを使用した（各群 n = 
6）。 1週間の馴化飼育後、5週令から2群に分け、サラシア幹熱水抽出液（SRE）お
よび純水（Control）を飲水として3週間投与した。飼料は、実験動物用固形飼料MF
（オリエント酵母工業 (株)）を自由摂取させた。 
室温25 ± 3℃、湿度50 ± 5％、明暗サイクル12時間（明期7:00-19:00 暗期 
19:00-7:00）環境飼育した。動物実験は城西大学生命科学センター動物実験規範に従
って行った。 
 
② 実験飼育 
体重は経時的に測定した。 SREの投与を開始して2週間目に糖負荷試験（OGTT, 
Oral Glucose Tolerance Test）を行った。糖負荷試験は16時間の絶食後、SREまた
は純水を200 μl経口投与した後に、体重1 kg当り2 gのグルコース (和光純薬 (株)) 
を経口投与した。 グルコースは、純水に溶解し20 % 溶液とし、200 μl を投与量と
した。投与前、投与後30分、60分、120分に尾静脈より血液を採取し、簡易血糖値
測定器グルコカードダイアメーター（アークレイ株式会社製）を用いて血糖値を測定
した。 
実験飼育終了後、ジエチルエーテル麻酔科で大静脈より血液を採取後、 肝臓を摘出
し、肝臓重量を測定後DNAマイクロアレイ解析に供した。 
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③  血中パラメーターの定量 
      採取した血液はプラスチックチューブに入れ 30 分間室温で放置した後、遠心分離
（6000×ｇ、4℃、30 min）により血漿を得た。血漿中のアスパラギン酸アミノトラ
ンスフェラーゼ活性とアラニンアミノトランスフェラーゼ活性は、Transamilase C-
Ⅱテストワコーキット（和光純薬 (株)）を用いて測定した。 
 
第２節 DNAマイクロアレイ解析 
 
① 試薬 
DNAマイクロアレイはAffymetrix 社製のGeneChip Murine Genome U74A ア
レイを購入した。 実験操作は、Invitrogen 社製 Life Technologies Super Script 
Choice System (18090-019)、Affymetrix 社製 GeneChip Sample Cleanup Module、
Affymetrix 社製 Enzo Bio Array High Yield RNA Transcript Labelling Kitを用い
た。 
 
② total RNAの抽出 
total RNAの抽出は「manufactureer’s instructions」に従って行った。3週間の飼
育終了後にマウスを 12 時間絶食させ、頚椎脱臼法にて屠殺後、肝臓を摘出した。肝
臓0.05gを秤量後2.0 ml Microcentrifuge Tubeに採りTRIZOL Reagent 750 μlとと
もにホモゲナイズ（マイクロテック･ニチオン PHYSCOTRON NS－350D (株)）し
た。total RNA抽出時にTRIZOL Reagent 750 μlを加えた。total RNAの抽出およ
び定量は、第1章と同様の操作を行った。 
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③  DNAマイクロアレイ解析 
    実験は、Affymetrix社の「Protocol for GeneChip Expression Analysis」に従って
行った。6匹のマウスの肝臓から抽出した同量のtotal RNAを混和し、RNA量とし
て 10 μgを実験に共した。T7-(dT)24プライマーで逆転写した後、「Invitrogen 
Superscript Choice System」を用いて2本鎖ｃDNAを作製した。次に、ビオチン
ラベル化ｃRNAを合成した後に断片化した。断片化ｃRNAをハイブリダイゼーシ
ョンした後、洗浄、染色を施し、画像をAffymetrix社の「Microarray Suite 5.0 
software」を用いて解析した。「Microarray Suite 5.0 software」の解析結果を基に、
「National Institute of Allergy and Infectious Disease (NIAID)」「Database for 
Annotation, Visualization, an Integrated Discovery (DAVID)」の「Expressio 
analysis systemic explorer (EASE)」による統計解析を行った。 解析結果の「EASE 
score」は p < 0.05を有意差とした。 
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